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Die Produktion von Basilikum-Frischware erfolgt in hoher Intensitdt in spezialisierten Betrieben. Der
Anbau ist seit einigen Jahren regelméBig durch das Auftreten des Falschen Mehltaus, verursacht durch
den Erreger Peronospora belbahrii, bedroht, fiir deren Kontrolle derzeit keine geeigneten Verfahren
zur Verfiigung stehen. Eine umwelt-, verbraucher- und produzentenfreundliche Strategie, dem Auftre-
ten des Falschen Mehltaus entgegen zu wirken, ist der Anbau von resistenten Sorten. In einem voraus-
gegangenen Projekt konnte eine Resistenzquelle bzw. resistenter Basilikumgenotyp aufgefunden wer-
den, die genutzt wurde, um die Resistenz in den vom Verbraucher bevorzugten Genoveser-Typ einzu-
kreuzen. Ziel dieses Projektes war die Erstellung von Near Isogenic Lines (NILs) durch wiederholte
Riickkreuzung von bestimmten Elterlinien von Basilikum mit Resistenz gegeniiber dem Erreger des
Falschen Mehltaus als Basis fiir eine Marker-basierte Ziichtung von Basilikumsorten. Eine vorliegende
F2-Population aus Kreuzungen von Genoveser-Typ und dem Wildtyp ,Apfelbasilikum‘ wurde eine
F3-Generation generiert, in der sich einige Pflanzen als resistent erwiesen. Aus weiteren Riickkreu-
zungen mit dem rekurrenten Elter und einer abschlieBenden Selbstung wurde die F3BC3-S1 Generati-
on generiert mit 140 resistenten bzw. wenig anfalligen Pflanzen gegeniiber dem Falschen Mehltau.

Ein weiteres Ziel des Projektes war, zu priifen, ob die epidemiologische Entwicklung des Falschen
Mehltaus im Basilikumbestand durch Reduktion der relativen Luftfeuchtigkeit unter Gewéchshausbe-
dingungen reduziert werden kann. Der Erreger P. belbahrii benétigt fir die Keimung der Sporen und
die Infektion von Basilikum eine bestimmte Blattndsse und —dauer, die durch die Luftfeuchtigkeit im
Bestand beeinflusst wird. Um die relative Luftfeuchtigkeit im Bestand von Basilikum zu reduzieren,
wurden Gewichshauskabinen mit entsprechenden Heizrohren ausgestattet. In mehreren Sdtzen von
Basilikum wurde die relative Luftfeuchtigkeit im Bestand in Abhingigkeit von der Vorlauftemperatur
in den Heizrohren (40°C) und dem Abstand der Heizrohre zum Tischboden (ca. 9, 15 und 22 cm) im
Vergleich zu einem Bestand ohne Warmezufuhr untersucht. Die Ergebnisse von fiinf Versuchen zeig-
ten, die niedrigste rel. Luftfeuchtigkeit im Bestand wurde durch eine Vorlauftemperatur von 40°C mit
einem Abstand der Heizrohre von 9 und 15 cm erzielt. Die epidemiologische Entwicklung des Fal-
schen Mehltaus im Bestand wurde daher in Abhdngigkeit von den genannten Bedingungen gepriift.
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Die Ausbringung des Erreger-Inokulums erfolgte mittels infizierter Pflanzen, die in den Bestand ge-
setzt wurden. Nachfolgend wurde die epidemische Entwicklung des Falschen Mehltaus im Bestand
bonitiert. Durch Reduzierung der relativen Luftfeuchtigkeit konnte die epidemische Ausbreitung des
Erregers deutlich reduziert werden. Die Beeinflussung der relativen Luftfeuchtigkeit kann in der Pra-

xis genutzt werden, um dem Auftreten des Falschen Mehltaus entgegen zu wirken.

Development of ,,near isogenic lines* as basis for sustainable breeding of basil-cultivars
with resistance against downy mildew
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The culinary basil is highly produced in specialized companies and is threatened by regularly occur-
rence of the downy mildew pathogen Peronospora belbahrii. Currently no efficient control strategy
exists. The cultivation of resistant cultivars is therefore an environmental sound as well as consumer
and producer friendly strategy. In a previous project a resistant basil genotype of the wild type was
found and crossed with the consumer preferred Genovese type in order to start the introgression of
resistance in the Genovese type. The goal of this project was the development of near isogenic lines
(NILs) with resistance against downy mildew by repeated backcrossings with the distinct parental
lines of basil cultivars. The NILs can be the basis for a marker supported breeding of cultivars resistant
against the downy mildew pathogen. Based on available F2-progenies deriving from crossings be-
tween Genovese type and the wildtype ‘Apfelbasilikum’ a F3-progeny was generated including some
resistant plants. After three back-crossings with the recurrent parent and a final selfing a F3BC3-S1
generation was developed with comprising about 140 resistant or slightly susceptible plants to downy
mildew.

A further goal of this project was to assess whether the epidemiological development of the downy
mildew disease can be inhibited by reducing of the relative humidity in basil crops under greenhouse
conditions. The downy mildew pathogen P. belbahrii requires a distinct leaf wetness and duration for
germination of spores and infection of basil and thus is affected by the surrounding humidity. For this
purpose greenhouse cabins were equipped with heat pipes installed among plants. In several experi-

ments the effect of flow temperature in the heat pipes (40°C) at various distances (ca. 9, 15 and 22 cm)
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on the relative humidity in basil crops was compared to the relative humidity in the control crop with-
out heating pipe. The results of five experiments showed that the lowest relative humidity in basil
crops was observed at flow temperature of 40°C with a distance of the pipes at 9 or 15 cm. Hence the
epidemiological development of downy mildew in basil was tested under these conditions. The epi-
demic spread of the pathogen was assessed after putting one pot containing one infected plant bearing
the pathogen in the crop. The results showed that the reduced relative humidity inhibited clearly the

epidemic spread of downy mildew disease and can be part of disease management in practice.
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hingigkeit von der relativen Luftfeuchtigkeit (rF), variiert durch installieren von Heiz-
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1. Einfiihrung

Seit 2003 ist das Auftreten von Falschem Mehltau (FM) an Basilikum (Ocimum basilicum) regelméBig
im kommerziellen Anbau zu beobachten (Schmidt 2004). Basilikum wird unter Gewéchshausbedin-
gungen produziert, die ideale Befalls- und Ausbreitungsbedingungen fiir den Erreger bieten. Die Pro-
duktion von Frischware fiir den Verkauf im Lebensmitteleinzelhandel erfolgt in groBem Umfang in
auf die Produktion von Basilikum bzw. Kréutern spezialisierten Betrieben. Ausgehend von einem
Anbaugebiet am Bodensee (Insel Reichenau) verbreitete sich der FM an Basilikum ab 2003 auch auf
nordliche Anbaugebiete. So tritt die Krankheit in teilweise erheblichem Ausmal} auch im Raum Pa-
penburg, dem gréfiten deutschen Anbaugebiet von Kiichenkriutern, auf. Die Krankheit kann sich sehr
schnell in einem Bestand ausbreiten. Topfe mit befallenen Pflanzen lassen sich nicht mehr verkaufen
und stellen einen groBen wirtschaftlichen Schaden fiir den Produzenten dar. Nur optisch einwandfreie
Ware lédsst sich vermarkten. Eine Bekdmpfung des Erregers, Peronospora belbahrii, mit Pflanzen-
schutzmitteln ist aufgrund fehlender Zulassungen von Pflanzenschutzmittel nicht méglich. Aulerdem
handelt es sich um Frischware, die frei von jeglicher chemischer Belastung sein muss. Die Ubertra-
gung der Krankheit {iber das Saatgut ist eine wichtige Quelle sowohl fiir den Primédrbefall von Basili-
kum mit P. belbahrii als auch fiir dessen Verbreitung im Bestand unter Gewéchshausbedingungen
bzw. im Anbaugebiet. Bisherige Versuche, den FM auf chemischem Wege durch Saatgutbeizung oder
physikalisch durch Heissdampfbehandlung des Saatgutes zu bekdmpfen, erwiesen sich als wenig effi-
zient. Derzeit stehen daher der Praxis keine erfolgreichen Bekdmpfungsverfahren zur Verfiigung. Der
Anbau resistenter Sorten stellt daher sowohl eine umwelt- als auch verbraucher- und produzenten-

freundliche Strategie dar.

1.1 Gegenstand des Vorhabens

Hierbei werden genetische Ressourcen aus Wildformen durch ein gezieltes Riickkreuzungsprogramm
ziichterisch nutzbar gemacht. Durch die Charakterisierung dieses Zuchtmaterials mithilfe molekularer
Marker sollte zudem eine zukiinftige markergestiitzte Selektion resistenter Genotypen ermoglicht wer-
den, die so in zukiinftige Ziichtungsprogramme aufgenommen werden konnen. Das Projekt leistet
einen Beitrag zur nachhaltigen Erzeugung von gértnerischen Produkten und Wahrung hoher Qualitéts-
standards. Die Produktion von Basilikum-Frischware erfolgt in hoher Intensitét in spezialisierten Be-
trieben und ist durch das regelméBige Auftreten des FM-Erregers P. belbahrii bedroht. Der Anbau
resistenter Sorten ist sowohl eine umwelt- als auch verbraucher- und produzentenfreundliche Strategie.
Hierbei werden genetische Ressourcen aus Wildformen durch ein gezieltes Riickkreuzungsprogramm
ziichterisch nutzbar gemacht. Durch die Charakterisierung dieses Zuchtmaterials mithilfe molekularer
Marker sollte zudem eine zukiinftige markergestiitzte Selektion resistenter Genotypen ermoglicht wer-

den, die so in zukiinftige Ziichtungsprogramme aufgenommen werden kdnnen. Das Projekt leistet
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einen Beitrag zur nachhaltigen Erzeugung von gértnerischen Produkten und Wahrung hoher Qualitéts-

standards.

1.2 Ziele und Aufgabenstellung des Projektes
Die wichtigsten wissenschaftlichen Ziele des Vorhabens waren:

AP 1 - Erstellung einer NILS-Population
1. Erstellung und Charakterisierung einer Population von NILs von Basilikum (GHG/IGZ)
o Selektion von mindestens 10 NILs mit Resistenz gegeniiber P. belbahrii
o Selektion von 90 NILs mit zufélligem Teil des Genoms des Donor-Elters
2. Selektion von Linien mit Resistenz gegen den FM (IGZ/GHG)
o Sammlung von P. belbahrii Isolaten aus Praxisbetrieben und deren genotypische Charakteri-
sierung mittels BOX-PCR
o Priifung der Resistenz gegeniiber P. belbahrii an allen folgenden Riickkreuzungsgenerationen,
jeweils anhand von deren Selbstungsnachkommenschaft
3. Molekulare Charakterisierung der NILS (IGZ)
o Anpassung der AFLP-Methodik und Validierung fiir die Nutzung an Basilikum
o Aufbau einer Kartierungspopulation
o Aufklarung des Erbgangs in den einzelnen Selbstungs- und Riickkreuzungspopulationen

o Identifizierung von AFLP-Markern fiir die Resistenz

AP 2 - Regulierung der relativen Luftfeuchtigkeit in der Topfkultur
4. Regulierung der Blattndssedauer (BND) in der Topfkultur (I1GZ)
o Ermittlung der BND bei derzeit tiblicher Pflanzendichte in der Topfkultur
o Priifung der Krankheitsentwicklung in Abhéngigkeit von der BND an Basilikum

Ziel des Projektes war die Erstellung und Charakterisierung einer Population von NILs von Basilikum
als Basis fiir die Ziichtung von Basilikumsorten mit Resistenz gegeniiber dem FM. In den derzeit vor-
handenen resistenten Pflanzen dominiert nach wie vor der Wildpflanzencharakter, welcher durch
Riickkreuzungen mit Genoveser Typen zu eliminieren ist. Diese Riickkreuzungen zur Erstellung von
NILs genutzt werden, um so die Introgression der gewiinschten Mehltauresistenz mit dem Aufbau
einer Kartierungspopulation als Basis zukiinftiger markergestiitzter Ziichtungsmethoden zu kombinie-
ren. Um beide Arbeitsziele zu erreichen, sollten insgesamt 110 NILs erstellt werden mit 20 NILs mit
Resistenz gegeniiber dem FM, um zu gewéhrleisten, dass einige NILs das gewlinschte Merkmal auf-
weisen, wihrend die anderen 90 NILs jeweils einen zufdlligen Teil des Genoms des donor parents

enthalten und somit weitere potentiell wiinschenswerte Eigenschaften.
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Ziel des Riickkreuzungsprogrammes war iiber die Ermittlung der Spaltungsverhéltnisse des Merk-
mals ,,Resistenz gegeniiber FM* (anfillig, resistent, wenig anfallig bzw. tolerant) in den einzelnen
Selbstungs- und Riickkreuzungspopulationen auch den Erbgang dieses Merkmals aufzukldren. Diese
Information ist fiir die weitere Entwicklung von Ziichtungsstrategien mit resistenten Linien von groBer
Bedeutung.

Die NIL-Population sollte fiir eine zukiinftige Kartierung und Entwicklung markergestiitzter Selek-
tionsverfahren genutzt werden einschlielich von AFLP-Markern, die eine Identifizierung der Resis-
tenz erlauben. Gleichermallen kdnnen die NIL-Population genutzt werden, um weitere Eigenschaften,
in denen sich die Elterntypen unterscheiden wie z.B. bestimmte Geschmacks- oder Geruchskompo-
nenten, genetisch zu charakterisieren und diese analog der Resistenz fiir den FM ziichterisch nutzbar
zu machen.

Im Rahmen des Projektes sollte zusdtzlich gepriift werden, ob die epidemiologische Entwicklung
des FM an Basilikum durch Unterschreitung einer bestimmten Blattndssedauer, die fiir die Keimung
der Sporen, Infektion und Sporulation gegeben sein muss, gehemmt werden kann. Die Einfilhrung

solch einer Maflnahme kann ein effektiver Bestandteil des Resistenzmanagements in der Praxis sein.

Bezug des Vorhabens zu den forderpolitischen Zielen (z.B. Forderprogramm)

Die Bereitstellung molekularer Marker zur Selektion resistenter Genotypen von Basilikum erdftnet
erstmals die Mdglichkeit, entsprechende Resistenzmerkmale in das Ziichtungsprogramm aufzunehmen
und zukiinftig Basilikumsorten mit Resistenz gegen P. belbahrii fiir den Anbau in der Praxis bereitzu-
stellen. Mit der Unterstiitzung der Ziichtung von resistenten Basilikumsorten mittels molekularer Mar-
ker leistet das Projekt einen Beitrag zur nachhaltigen Erzeugung landwirtschaftlicher Produkte entlang
der Wertschopfungskette. Erreger des FM beeintrachtigen bei einer Vielzahl von gértnerischen Kultu-
ren die Produktion. Die Charakterisierung einer Population von NILs von Basilikum erdffnet beispiel-
haft die Mdoglichkeit der Ziichtung von resistenten Sorten gegeniiber dem FM fiir gértnerische Kultu-
ren. Das Projekt leistet einen Beitrag zur Forderung des Okologischen Landbaus infolge der Schlie-
Bung von Wissensliicken einschlieBlich eines raschen Wissenstransfers in die Praxis.
Das Forschungsvorhaben nimmt Bezug zu folgenden forderpolitischen Zielen der Bundesregierung:

(1) Biologische, chemische und andere Pflanzenschutzverfahren,

(2) Verbesserung des Resistenzmanagements fiir Schadorganismen und

(3) Verfahren zur zielgerichteten Ermittlung von Wirt-Parasit-Beziehungen und

pflanzlichen Resistenzmechanismen.

Die zu erschlieBenden biologischen Maflnahmen des Forschungsvorhabens erfiillen in besonderer
Weise die Forderkriterien: neue integrierte Pflanzenschutz-Verfahren zu erschlieBen, biologische und

chemische Pflanzenschutzverfahren zu optimieren und praktisch zu nutzen.
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Zusitzlich war zu priifen, ob die Krankheitsentwicklung des FM sowohl an der Pflanze als auch im
Basilikumbestand durch geeignete Mafinahmen der Kulturfiihrung kontrolliert werden kann. Fiir die
Infektion des Erregers an Basilikum ist eine bestimmte Blattndssedauer von mindestens 6 h notwen-
dig. Daher war zu untersuchen, ob die epidemiologische Entwicklung von P. belbahrii an Basilikum
durch Unterschreitung der notwendigen Blattndssedauer in der Topfkultur durch Reduktion der relati-
ven Luftfeuchtigkeit im Bestand gehemmt werden kann. Solch eine Maflnahme wiirde auch die ange-

strebte Resistenz von Sorten schiitzen.

1.3 Planung und Ablauf des Projektes
1.3.1 Herstellung einer NILS-Population (AP1/I1GZ)

1.3.1.1 Erstellung und Charakterisierung einer Population von NILs von Basilikum und

Selektion von Linien mit Resistenz gegen den FM

Die vorgesehenen Versuche wurden in enger Kooperation der beteiligten Projektpartner im Rahmen
des Projektes sowohl geplant als auch durchgefiihrt. Alle Kreuzungsarbeiten und Resistenztests wur-
den am IGZ durchgefiihrt.

Nach Auffinden von gegeniiber dem FM resistentem Basilikummaterial (siehe Projekt FKZ: 28-1-
41.012-06) wurden Kreuzungen von anfilligem Genoveser-Typ und zwei resistenter Wildformen
(Exot 1: Apfelbasilikum; Exot 2: Heiliges Basilikum) mit dem Ziel durchgefiihrt, die Resistenz in den
von Verbraucher und Produzenten bevorzugten Genoveser-Typ einzukreuzen (GHG). Die Einkreu-
zung von resistentem Material in den Genoveser-Typ erforderte mehrere Riickkreuzungen und die
Uberpriifung der Nachkommenschaft auf Resistenz gegeniiber dem FM (Abb.1).

Als Ausgangsmaterial fiir den Projekt-Start war das bereits vorliegende Saatgut F2BC1, das aus ei-
ner ersten Riickkreuzung von ausgewahlten resistenten F2 Pflanzen (nach deren Selbstung) mit dem
Genoveser Elter BAVIRES vor Beginn des Projektes bei GHG durchgefiihrt wurde, vorgesehen. Ziel
war, mindestens 10 NILs mit Resistenz gegeniiber FM zu bekommen. Parallel wurden am IGZ die
Nachkommen aus den Riickkreuzungen zusitzlich geselbstet und anschlieBend auf Resistenz gegen
FM gepriift.

Um den eventuellen Einfluss von Kultur- und Umweltbedingungen (z.B. in der Anatomie des
Blattaufbaus oder der Behaarung, Umweltvarianz) auf das Resistenzverhalten von Sémlingen zu prii-
fen, wurden resistente Nachkommen-Pflanzen vegetativ vermehrt (geklont) und in zwei unterschiedli-
chen Altersstadien und bei zwei Temperaturvarianten kultiviert und nochmals auf ihre Resistenz gegen

FM gepriift.
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Molekulare Charakterisierung der NILs (IGZ)

Die NIL-Population sollte fiir eine zukiinftige Kartierung und Entwicklung markergestiitzter Selekti-
onsverfahren genutzt und AFLP-Marker fiir die Resistenz identifiziert werden. Die AFLP-Methode
(Vos et al. 1995 Borchert und Gawenda 2010) war fir die Nutzung an Basilikum anzupassen und zu
validieren. Hierfiir wurden zunichst Primer selektiert. In diesen Untersuchungen wurden finf unter-
schiedliche Genotypen (einschlieBlich Elterngenotypen: zwei Donor-Eltern/Wildtypen und rekurrente
Elter) einbezogen, um im Vergleich der Elterngenotpyen eine grole Anzahl polymorpher Banden auf-
zufinden. Fiir jeden der Donor-Eltern sollten mindestens 100 polymorpe Marker charakterisiert wer-
den, die nur im Wildtyp auftreten.

Auf der Basis eines umfangreichen Screenings von AFLP-Primern zu Beginn des Projektes erfolgte
eine Auswahl von optimalen Primer-Kombinationen. Insgesamt wurden 168 verschiedene Primer-
kombinationen zur molekularen Charakterisierung von NILs ausgewéhlt. Ausgehend von diesen Pri-
mer-Kombinationen sollten molekulare Marker mittels AFLP, die resistente DNA-Abschnitte eines
Genotyps (NILs) aufzeigen, identifiziert werden. Diese Arbeiten mussten eingestellt werden, da sich
nach den ersten Resistenzpriifungen herausstellte, dass die Vererbung der Resistenz nicht monogen

verlauft und die Vererbung der Resistenz an den Nachkommen nicht klar zu erkennen war. Aus die-
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sem Grund wurde sich auf die Arbeiten zum geplanten Riickkreuzungsprogramm konzentriert, wel-
ches sich als sehr umfangreich erwiesen.

Die etablierte AFLP-Methode zur Charakterisierung von Basilikum wurde im Rahmen einer Ba-
chelorarbeit mit dem Titel: ,,AFLP fingerprinting bei Ocimum basilicum L.“ zur Untersuchung der
Homogenitit dreier Genoveser Basilikum-Typen und Unterscheidung von Basilikum-Sorten und -

Arten angewandt (Seliger 2017).

1.3.2 Sammlung von P. belbahrii Isolaten aus Praxisbetrieben und deren genotypische

Charakterisierung mittels BOX-PCR

Im Rahmen des Projektes wurde die vorhandene Sammlung von P. belbahrii Isolaten aus Praxisbe-
trieben erweitert und deren genotypische Charakterisierung mittels BOX-PCR vorgenommen. Es wur-
de an zwei verschiedenen Basilikum-Sorten gepriift, inwieweit die Pathogenitit der Isolate verschie-

den ist, um eventuell darauf zuriickgreifen zu kénnen (1GZ).

1.3.3 Erstellung und Charakterisierung einer NILs Population von Basilikum (GHG)
1.3.3.1Selektion von 90 NILs mit zufilligem Teil des Genoms des Donor-Elters

Aufgabe der GHG Saaten GmbH war die Erstellung und Charakterisierung einer Population von Near
Isogenic Lines (NILs) von Basilikum mit zufélligem Teil des Genoms des Donor-Elters. Hierzu soll-
ten 90 Riickkreuzungs-Nachkommenschaften verwendet werden. Diese waren entstanden aus der
Kreuzung des Resistenzdonors ,,Heiliges Basilikum mit der Sorte BAVIRES (Genoveser Typ) und
der anschlieBenden Riickkreuzung mit BAVIRES.

In den Projektjahren 2014, 2015 und 2016 wurden diese 90 Nachkommenschaften jeweils mit dem
Genoveser Elter BAVIRES (als Vaterpflanze) zuriickgekreuzt, um so den Genom-Anteil des Genove-
ser Typs in den Riickkreuzungsgenerationen sukzessive zu erhdhen.

Nach genehmigter Verldngerung des Projektes wurden 22 Riickkreuzungen mit geringer Anfallig-
keit gegeniiber dem FM (gepriift am IGZ) im Labor der GHG Saaten GmbH in Gewebekultur {iber-
nommen, um moglichst viele erbgleiche Pflanzen zu produzieren und aus diesen Saatgut durch Selbs-
tung der Pflanzen zu erzeugen. Die aus diesen Samen entstehenden Pflanzen wurden wiederum auf

ihre Anfilligkeit gegen den FM am IGZ in GroB3beeren getestet.

1.3.4 Regulierung der relativen Luftfeuchtigkeit im Bestand von Basilikum (AP2/ IGZ)

Neben der Entwicklung einer resistenten Basilikumsorte, wurde gepriift, ob die epidemiologische

Entwicklung des FM im Basilikumbestand durch Reduzierung der relativen Luftfeuchtigkeit (rF) unter
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Gewichshausbedingungen verhindert werden kann. Diese Kulturmainahme wiirde auch dazu beitra-
gen, die Resistenz der Sorte zu schiitzen. Gepriift wurde:

o die rF bei derzeit tiblicher Pflanzendichte in der Topfkultur,

o die Verdnderung der rF im Bestand nach Erhéhung der Temperatur im Bestand sowie

o die Krankheitsentwicklung in Abhéngigkeit von der rF im Bestand von Basilikum.
Zur Reduzierung der rF wurde die Temperatur im Bestand erhoht. Dazu wurden Heizrohre iiber dem
Bestand von Basilikum angeordnet und die rF mittels Sensoren erfasst. In fiinf Versuchen zu verschie-
denen Zeitpunkten im Jahr wurde der Einfluss des Abstands der Heizrohre zum Bestand auf die rF bei
einer Vorlauftemperatur von 40°C ermittelt. Des Weiteren wurde im Verlauf eines Vegetationsjahres
in vier Basilikumsétzen die Verbreitung des Erregers des FM (P. belbahrii) im Bestand bei reduzierter
rF bonitiert. Hierbei wurde der Abstand der Heizrohre zum Bestand mit dem wirksamsten Einfluss auf

die rF eingestellt.

2. Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angekniipft wurde

Der biotrophe oomycete Erreger des FM an Basilikum (Ocimum basilicum), charakterisiert als Pero-
nospora belbahrii Thines sp. nov. (Belbahri et al. 2005; Thines et al. 2009), ist ein destruktiver Erre-
ger, der weltweit in der Basilikumproduktion auftritt. Seit 2001 ist der Erreger verantwortlich fiir jahr-
lich auftretende Epidemien und dkonomisch relevante Verluste in der Basilikumproduktion in ganz
Europa einschlieBlich Deutschland (Heller & Baroffio 2001; Garibaldi et al. 2004, Schmidt 2004,
Wyenandt et al. 2010). Epidemien gehen meist von einzelnen infizierten Pflanzen aus und werden
durch die Produktionsbedingungen begiinstigt (Garibaldi et al. 2007). Die Verbreitung der Krankheit
erfolgt in erster Linie iiber das mit P. belbahrii befallene Saatgut, welches verantwortlich ist fiir den
Primérbefall (Garibaldi et al. 2004, Belbahri et al. 2005, Djalali Farahani-Kofoet et al. 2012). Auf-
grund der Windbiirtigkeit der asexuell gebildeten Sporen breitet sich der Erreger sehr rasch nicht nur
im Bestand sondern z. B. durch gedffnete Beliiftungsklappen der Gewéchshduser auch im gesamten
Anbaugebiet aus.

Die Krankheit ist auch in Deutschland verbreitet, unter anderem im Raum Papenburg, dem grofBten
deutschen Anbaugebiet von Kiichenkrdutern mit einer Basilikum-Anbaufliche von ca. 25 ha unter
Glas und einer Jahresproduktion von ca. 50 Millionen Topfen. Der wirtschaftliche Verlust durch den
Befall von Basilikum mit P. belbahrii eines einzigen Gértners wird nach dessen Angaben fiir das Jahr
2010 auf etwa 100.000 Euro geschitzt. Da der Befall in mehreren Gértnereien auftrat, diirfte sich der
Schaden insgesamt auf ein Vielfaches dieses Betrages belaufen. Auch im Sommer 2011 und 2012 kam
es nach Aussagen aus der Praxis wieder zu erheblichen Verlusten in der Basilikumproduktion durch
den Erreger. Die Bekdmpfung des FM mit Blattfungiziden ist wegen der kurzen Wachstumsdauer von

Basilikum (4 bis 6 Wochen) und der damit verbundenen Riickstandsproblematik nur sehr begrenzt
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moglich. Besonders schwierig ist die Kontrolle des Pilzes in 6kologisch wirtschaftenden Gértnereien.
Einzelne Betriebe haben ihre Basilikum-Produktion aus diesem Grund wieder auf die konventionelle
Anbautechnik umgestellt. Eine effiziente BekdmpfungsmaBnahme ist derzeit nicht verfiigbar. Der
Anbau resistenter Sorten ist nicht nur eine umweltfreundliche sondern auch sehr effektive Pflanzen-
schutzmafBnahme bei gleichzeitiger Wahrung eines hohen Qualitétsstandards.

Im Rahmen des Verbundprojektes ,,Entwicklung von Zuchtmaterial von Basilikum (Ocimum basi-
licum) mit Resistenz gegen FM (Peronospora sp.) und erhohter Kéltetoleranz® (FKZ: 511-06.01-28-1-
41.022-06) wurden Pflanzen mit Resistenz gegeniiber dem FM selektiert, die intermedidren Charakter
aufweisen und somit nicht marktfahig sind. Allen resistenten Pflanzen fehlt insbesondere der Basili-
kum-typische Geruch und Geschmack. Durch Riickkreuzungen mit den Genoveser Typen musste nun
ein vom Verbraucher akzeptierter Pflanzentyp mit Resistenz gegen FM generiert werden.

Ziel des Projektes war daher, ausgehend von dem bereits selektierten resistenten Pflanzenmaterial,
die Bereitstellung von Basismaterial fiir die Ziichtung von vermarktungsfédhigen Basilikum-Sorten mit
Resistenz gegen FM in Form von sogenannten ,,Near Isogenic Lines* (NILs). Die Erstellung von NILs
ist ein Verfahren zur Introgression einzelner Merkmale z.B. von Wildtypen (Donor-Elter) in eine Kul-
tursorte (Referenz- oder rekurrenter Elter) (Stam und Zeven, 1981), das sich zudem hervorragend zur
nachfolgenden Identifizierung molekularer Marker fiir das erwiinschte Merkmal eignet (Hospital
2005, Semagn et al. 2010). Nach Kreuzung von Donor-Elter und rekurrentem Elter wird eine be-
stimmte Anzahl von Nachkommen iiber mehrere Generationen mit dem reference parent riickgekreuzt,
wobei die einzelnen Linien getrennt gefiihrt werden. Nach der gewiinschten Anzahl von Riickkreu-
zungsgenerationen werden die Pflanzen abschlieBend geselbstet und die homozygoten Nachkommen
selektiert. Diese entsprechen nun weitgehend dem rekurrenten Elter, enthalten aber jeweils einen klei-
nen Teil des Genoms des Donor-Elters, so dass dessen Genom nun in Form dieser kleinen Stiicke
(homozygot) verteilt {iber die einzelnen NILs eingebettet in das Genom des rekurrenten Elters vorliegt.
Die NILs konnen aufgrund der Homozygotie unbegrenzt erhalten werden. NILs mit dem gewiinschten
Merkmal des Donor-Elters konnen umgehend in der Ziichtung genutzt werden oder sind sogar ihrer-
seits bereits erwiinschte Genotypen. Aktuelle Verdffentlichungen betreffen z. B. Tomate (Monforte
und Tanksley 2000) oder Senf (Mithila et al. 2012).

Die Gesamtpopulation der NILs stellt eine Quelle vieler zusdtzlicher moglicher Merkmalsdonoren
fiir die praktische Ziichtung dar. Zudem ist sie sehr gut als Kartierungspopulation geeignet und stellt
daher eine exzellente Basis fiir die zukiinftige Entwicklung markergestiitzter Ziichtung dar. Entspre-
chend wurden NILs in unterschiedlichen Kulturpflanzen vielfach genutzt, um Resistenzen in Zuchtma-
terial einzubringen und gleichzeitig molekulare Marker zu identifizieren. Die Entwicklung einer
markergestiitzten Selektion ist insbesondere fiir Resistenzen wiinschenswert, da eine Selektion auf-

grund von Resistenztests sehr aufwendig ist und die Arbeit mit dem Pathogen im Zuchtbetrieb erfor-
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dert. Beispiele fiir den Einsatz von NILs zur Erstellung und Charakterisierung von Genotypen mit
Resistenz gegen den FM sind Salat (Paran et al. 1991) und Sonnenblume (Pankovic et al. 2007).

In der Pflanzenziichtung gilt beziiglich des Sortenschutzes der sogenannte Ziichtervorbehalt, d.h.
auch geschiitzte Sorten anderer Ziichter diirfen in der eigenen Ziichtung uneingeschrankt verwendet
werden, sofern tatsdchliche Ziichtungsarbeit geleistet wird und die neue Sorte von den Ursprungsgeno-
typen deutlich unterscheidbar ist. Im Fall ausgepragter Riickkreuzungsprogramme wie im vorliegen-
den Fall bei der Erstellung von NILs sind die NILs in Bezug auf den rekurrenten Elter als ,,im wesent-
lichen abgeleitet zu betrachten. Entsprechend wird als rekurrenter Elter ein Genoveser Typ von
GHG-Saaten (Sortenschutzinhaber) verwendet.

Die Bereitstellung einer gegen FM resistenten Basilikumsorte gewéhrleistet den Produzenten eine
sichere und nachhaltige Produktion von Basilikum-Frischware mit geringeren Produktionskosten in-
folge der Vermeidung des Einsatzes von Blattfungiziden. Dem Verbraucher kann somit Basilikum

ohne die Notwendigkeit des Einsatzes von Fungiziden angeboten werden.

3. Material und Methoden
3.1 Teil-Projekt IGZ (2812NA045)

3.1.1 Erstellung und Charakterisierung einer Population von NILs von Basilikum und

Selektion von Linien mit Resistenz gegen den FM

Die Arbeiten zur Erstellung der NILS Population bauten sich aus einer abwechselnden Abfolge von

Kreuzungen/Riickkreuzungen bzw. Selbstungen sowie Resistenzpriifungen auf, wobei zunéchst mit

W G Selbstung  Selbstung
E . \i,( > F > F —> F 2 x Resistenzpriifungen
F3 x ‘ \I,( 1. Riickkreuzung = Resistenzpriifung
F3BC1 x GT 4 \i,( 2. Riuickkreuzung = Resistenzpriifung
F3BC2 x GT A \il( 3. Riickkreuzung = Resistenzpriifung
F3BC3 x \ X \ Selbstung= F3BC3- Resistenzprifung
F3BC3-S1 \‘1I

WT= Wildtyp GT = Genoveser Typ

Abb. 2: Schema der durchgefiihrten Kreuzungen und Riickkreuzungen zur Introgression der FM Re-

sistenz in den Genoveser Typ
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der Priifung des Ausgangsmaterials auf Resistenz gegeniiber FM begonnen wurde. Die Vorgehenswei-
se der Riickkreuzung/Resistenzpriifung ist in Tab. 1 und in Abb. 2 schematisch dargestellt und im

Ergebnissteil (4.1.1) genauer beschrieben.

Tabelle 1: Entwicklung von NILs auf Grundlage von Resistenzpriifungen und Kreuzungen (GHG
Saaten GmbH/IGZ)

Jahr Generation

2008 Kreuzung BAVIRES & BARONESS x ,Heiliges Basilikum‘ und ,Apfelba- £ =
silikum* 2 £

2009 F1, Selbstung intermediérer Pflanzen é E

2010/11 F2, Resistenzpriifung in Gro3beeren => resistente Pflanzen

2012 F2, Selbstung der resistenten Pflanzen => F3

2013 F2 x BAVIRES => F2BC1

2014 F2 BC1 (1.Ausgangsmaterial) => Resistenzpriifung => alle anfillig

2014 F3 (2. Ausgangsmaterial) => Resistenzpriifung =>

37,58, 61, 77a, 77b, 88, 90 nicht anfillig
2014/15 F3 BC1 = (‘Apfelbasilikum’ x BARONESS) x BARONESS
=> Resistenzpriifung => 58M1, 58M2, 58M3, 58M4

Basilikum NILs Projekt (I1)

2015 F3BC2 (58M2) => Resistenzpriifung => einige Pflanzen wenig anfillig
2016 F3BC3 => Resistenzpriifung=> einige Pflanzen wenig anfillig

2017 F3BC3-S1 => Resistenzpriifung => einige Pflanzen wenig anfillig

2018 F3BC3-S1=> Kulturfiihrungs-Versuch (praxisnah) => FM Befall an weni-

gen Pflanzen

3.1.1.1 Kultivierung von Basilikum

Resistenzpriifungen: Basilikumkomer der jeweiligen zu priifenden Generation wurden in Aussaat-
Schalen (60er Platten), die mit Fruhstorfer Erde (Typ P) gefiillt waren, ausgesét. Die Kultivierung von
Basilikumpflanzen erfolgte in allen Versuchen unter praxisnahen Anzuchtbedingungen (Tag-
/Nachttemperatur von 23/18 °C und einer relativen Luftfeuchtigkeit zwischen 60 und 70 %; von Okto-

ber bis April: Zusatzbelichtung von insgesamt vier Stunden (Lampentyp: SON-T 400 W, Philips).
Kreuzungen: Basilikumkorner wurden zunédchst in Aussaatschalen ausgeséit und im Gewéchshaus
aufgestellt (Kultivierungsbedingungen siehe oben). Im 2-Blatt-Stadiums wurden je eine Pflanzen in
einen Topf (@ 8cm) gepflanzt. Ab Beginn des 6-Blatt-Stadiums wurden die Pflanzen in 5 Liter Topfe
umgetopft (Substrat: Fruhstorfer Erde mit Kokosfaser und Perlite gemischt) und nach dem Auftreten
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der ersten Bliiten, ca. acht bis zehn Wochen nach der Aussaat (abhéingig von Jahreszeit), mittels Ton-
kin-Stdben stabilisiert. Die Kulturdauer, von der Aussaat bis zur Samenreife, betrug ca. 14-18 Wo-
chen. Die Bewésserung der Pflanzen erfolgte liber Tropfchenbewédsserung. Gediingt wurde nach Be-
darf mit ,,Hakaphos blau“ und ,,Hakaphos spezial®. Insgesamt wurde wihrend der Kultur eine Diinge-

menge von 6 g der angegebenen Diinger appliziert.

3.1.1.2 Bestaubungsarbeiten fiir Kreuzungen und Selbstungen

Alle Kreuzungen wurden an ausgewachsenen Basilikum-Pflanzen mit mehreren Seitentrieben durch-
gefiihrt, um eine moglichst hohe Saatguternte zu erreichen. Vor Beginn der Bestdubungsarbeiten wur-
den alle alten Bliitentriebe entfernt, neue Bliitentriebe mit Knospen an der Pflanze belassen und bereits
aufgebliihte Bliiten abgeknipst. Bliitentriebe wurden anschlieBend in einen Crispac-Beutel eingetiitet
und mit Bindedraht verschlossen, um eine Fremdbestdubung zu vermeiden. Sobald die Bliiten aufbliih-
ten, wurde der Crispac-Beutel vorsichtig entfernt und alle Bliiten, deren Narbe frei von Pollen (von der
eigenen Bliite) waren, per Hand bestaubt (Erfassung der Stamina mit Pinzette und Tupfen reifer Pollen
auf die Narbe) und anschlieend wieder eingetiitet und mit einem Klebe-Ring-Etikett markiert. Digje-
nigen Bliiten, die vor der Bestdubung bereits schon Pollen auf ihrer Narbe aufwiesen, wurden entfernt
(Beurteilung mittels Lupe). Nach Erreichen der notwendigen Anzahl bestdubter Bliiten an einer Pflan-
ze, wurden die {ibrigen Knospen am Bestidubungstrieb, der Bliitentrieb oberhalb der bestdubten Bliiten
(zur Vermeidung eines weiteren Wachstums/Knospenbildung) sowie alle nicht-bestdubten Bliitentrie-
be entfernt. Bis zur Samenreife wurden neue Triebe regelmiBig eingekiirzt, um die Ausbildung der
Samen zu fordern. Die Bewisserung der Pflanze, auf der die Samen abreiften, wurde etwas einge-
schrénkt.

An der gleichen Pflanze wurden sowohl Selbstungen als auch Kreuzungen vorgenommen. Die ein-
getiiteten Triebe wurden entweder in ,,Selbstungs-Trieb™ oder ,,Kreuzungs-Trieb unterteilt und mit
einem Etikett entsprechend gekennzeichnet. Bestdubt wurden die Haupttriebe und die Seitentriebe 1.
Ordnung und die Seitentriebe der 2. Ordnung wurden abgeschnitten. Die Bestdubungsarbeiten erfolg-

ten wenige Monate nach der Aussaat und die Samenernte ab ca. § Wochen nach Bestdubung der Bliite.

3.1.1.3 Vermehrung von Klonen

Die Vermehrung von Klonen diente in erster Linie der Erhéhung des Bestandes an Mutterpflanzen,
um die Vermehrung zu befordern. Aullerdem sollten diejenigen Nachkommen, die sich nach den Re-
sistenzprifungen als weniger anféllig erwiesen, vegetativ vermehrt werden, um die Pflanzen nochmals

auf Resistenz gegen FM zu priifen.
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Von den Sdmlingen, die geklont werden sollten, wurde zunéchst ein Mutterpflanzenbestand aufge-
baut, um eine groBere Anzahl an Stecklingen von einem Genotyp zur gleichen Zeit entnehmen zu
konnen. Triebspitzen (15 Stiick pro Genotyp) wurden zu einem Zeitpunkt von den Mutterpflanzen
entnommen und die Stecklinge in Steckmasse bewurzelt. Nach 10-14 Tagen wurden fiinf gut bewur-
zelte Stecklinge in 8er-Tpfe in Substrat getopft (feines Tonsubstrat ohne Kokosfaser). Nach ca. drei
Wochen wurden die Stecklinge in 5-Liter-Container in neues Substrat (Tonsubstrat mit Kokosfaser
und Perlite) umgetopft. Sobald die Mutterpflanzen wiederum geniigend Seitentriebe ausgebildet hat-
ten, wurden an den Spitzen der Haupt- und Seitentriebe wiederum Stecklinge entnommen und ver-

mehrt (30 Stiick pro Genotyp).

3.1.1.4 Resistenzpriifung

Die Resistenzpriifungen erfolgten unter kontrollierten Bedingungen in einer Klimakammer. Als Refe-
renz wurden die anfillige Genoveser Sorte BAVIRES bzw. BARONESS und die als nicht anfillig
eingestuften Wildtypen ,Apfelbasilikum® und ,Heiliges Basilikum®, dessen Saatgut aus dem kommer-
ziellen Angebot von Saatgutfirmen stammte (2007) und bei GHG Saaten Aschersleben durch Selbs-
tungen vermehrt worden war, in die Resistenzpriifungen einbezogen.

Herstellung des Inokulums von P. belbahrii: Fiir die Resistenzpriifungen wurde das P. belbahrii -
Isolat ZM13 verwendet, welches 2013 von Basilikum Sorte ,Rudy‘ (Genoveser Typ) aus einem Pra-
xisbetrieb isoliert worden war. Als obligater Parasit kann der FM Erreger nur auf lebender Pflanze
vermehrt werden. Aus diesem Grund wurde das Inokulum von P. belbahrii regelmaBig auf Basilikum-
pflanzen der anfilligen Sorte ,BAVIRES’ und der robusteren Sorte ,Eleonora‘ unter Gewéchshausbe-
dingungen hergestellt. Aufgrund des hohen Anspruchs an Inokula-Mengen fiir die Resistenzpriifun-
gen, wurde die auf Pflanzen produzierten FM-Sporen auf Blattmaterial bei -20 °C eingefroren. Kurz
vor Gebrauch des Inokulums wurde dieses aufgetaut und entsprechende Mengen an Sporenldsung fiir
die Resistenzpriifungen hergestellt (Djalali Farahani-Kofoet et al. 2014).

Inokulation: Im Vier-Blatt-Stadium wurden die Pflanzen mit Sporenlésung (10° Sporen/ml; ca. 5
mL pro Pflanze) tropfnass bespriiht und in der Klimakammer kultiviert. Zur Begiinstigung der Infekti-
on von P. belbahrii wurden die Pflanzen fiir 20 Stunden bei 20 °C, 95-100 % relativer Luftfeuchte und
Dunkelheit inkubiert. Hierfiir wurden mit Wasser bespriihte Inkubationshauben (rel. Luftfeuchtigkeit
ca. 100%) verwendet. Nach der Inkubation wurden die inokulierten Pflanzen fiir ca. 14 Tage bei einem
12 h Tag- und Nachtwechsel und einer Tag-/Nachttemperatur von 23/18°C in Klimakammern (rando-
misiert verteilt) angeordnet.

Bonitur: Erfasst wurde der qualitative Grad der Anfalligkeit. Zehn Tage nach Inokulation des Erre-
gers erfolgte die Bonitur der Befallshdufigkeit (BH) und der Befallsstirke (BS) der inokulierten ersten

vier Laubblitter. Eine wiederholte Bonitur wurde 14 Tage nach Inokulation (dpi) vorgenommen.
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Wurde keine Sporulation des Erregers an den Blittern beobachtet, wurden die Pflanzen nochmals in-
okuliert und nachfolgend erneut bonitiert. Die Ermittlung der BS erfolgte in Boniturklassen, die einer
prozentual zum Blatt berechneten, befallenen Blattfliche (mit Sporangienrasen iiberzogene Fliche)

entsprachen (Tab.2).

Tabelle 2: Boniturklassen zur Erfassung des FM an Basilikum

Boniturklassen bef. Blattfliche [%] Mittel [%]

1 0 0
2 <0,1 0,05
3 <5 2,45
4 <10 7,5
5 <30 20
6 <60 45
7 <90 75
8 >90 95

3.1.1.5 Resistenzpriifung der Generationen gegeniiber FM

Alle zu priifenden Generationen: F2BC1; F3BC1; F3BC2, F3BC3 sowie deren Selbstungen (Abb.2
und Tab. 1) wurden entsprechend der Resistenzpriifmethode (3.1.2) gepriift.

3.1.1.6 Resistenzpriifung von geklonten Pflanzen gegeniiber FM

Um den Einfluss des Pflanzenalters sowie der Temperatur auf den Befall von Basilikum mit FM zu
priifen, wurden acht als resistent eingestufte F3 Genotypen unter Einbeziehung der Referenzsorten
BAVIRES und BARONESS vegetativ vermehrt. In die Priifung wurden jeweils 20 Klone pro F3-
Genotyp (acht) einbezogen und unter folgenden Bedingungen kultiviert: fiinf Wochen alte Klone wur-
den bei (A) 23°C, (B) 18°C und (C) eine Woche alte Klone bei 23°C kultiviert. Der Befall mit FM
wurde 10 dpi bonitiert.

Jeweils 20 Klone von vier als wenig anfillig eingestuften Nachkommen der F3BC1(58M1, 58M2,

58M3, 58M4) wurden einer erneuten Resistenzpriifung gegen FM unterzogen.

3.1.2 Sammlung von P. belbahrii-Isolaten aus Saatgut und Praxisbetrieben und deren

genotypische Charakterisierung mittels BOX-PCR

Bei der Selektion resistenter Genotypen von Basilikum gegeniiber dem FM muss die genetische Vari-
abilitdt des Pathogens beriicksichtigt werden. Die Saatgutiibertragbarkeit des Erregers und die Ver-

mehrung von Basilikum in geographisch und klimatisch unterschiedlichen Regionen (z.B. Italien und
25



Indien) erhoht das Risiko des kontinuierlichen Eintrags genetisch diverser Isolate, die sich in ihren
Virulenzeigenschaften unterscheiden konnen. Es wurde daher im Projektzeitraum eine Stammsamm-
lung mit Peronospora-Isolaten aus den Vermehrungs- und Anbaugebieten angelegt und die Pathogeni-
tit gepriift (Tab. 3).

3.1.2.1 Pathogenititspriifung von P. belbahrii Isolaten

Die Pathogenitit von Isolaten wurde unter kontrollierten Bedingungen an den Referenzsorten
BAVIRES und ,Eleonora® unter den fiir die Resistenzpriifung beschriebenen Bedingungen gepriift.
Pro Sorte und Isolat wurden je 80 Pflanzen (20 Topfe mit je vier Pflanzen pro Topf @ 10 cm; Substrat:
Fruhstorfer Erde Typ P) im 4-Blattstadium inokuliert und randomisiert in Klimakammern angeordnet.
Inokulation, Kultivierung und Bonitur (8 und 14 dpi) erfolgten unter den entsprechend oben beschrie-
benen Bedingungen. Pro Versuch wurde die Pathogenitdt von flinf Isolaten unter Einbeziehung des

Referenzisolates ZM13 gepriift. Die Pathogenitit der Isolate wurde wiederholt gepriift.

Tabelle 3: Herkunft von P. belbahrii - Isolaten, isoliert vom Genoveser Basilikum-Typ

Nr. Bezeichnung Herkunft

1 PA14 Papenburger Raum 2014
2 ZM13 Miinchner Raum, Bayern, 2013; Referenzisolat
3 RAJI3 Saatgut aus Indien 2013
4 BN16 Bonner Raum 2016

5 HD15 Heidelberger Raum 2015
6 HILDI12 Italien 2012

7 MT3 Saatgut aus Indien 2007
8 MT4 Saatgut aus Indien 2007
9 LHM14 Bayern 2013

10 PRA13 Saatgut aus Indien 2013
11 DO16* Dormagen 2016

12 Hanl4 Niedersachsen 2013

*[solat DO16 wurde nicht auf Virulenz gepriift

3.1.2.2 Charakterisierung der Genotypen mittels BOX-PCR

Die Charakterisierung des Genotyps der isolierten Isolate erfolgte mittels BOX-PCR. Dazu wurde die
DNA von Sporenmaterial der Isolate extrahiert und die Fingerprints mittels des BOX-Primers

BOXBIR (5°-CTAGGCAAGGCGACTGACG-3°) charakterisiert. Dazu wurde das Sporenmaterial der
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Isolate (10* Sporen pro Probe) zweifach mit 0,35%igem NaCl gewaschen, zentrifugiert (5 min bei
4000g), der Uberstand verworfen und ca. 100 mg fiir Extraktion eingewogen. Die Extraktion wurde
nach Lee und Taylor (1990) durchgefiihrt. Die Probenverdiinnung fiir die PR lag bei ca. 50ng/ul DNA.
Der Reaktionsansatz betrug: PCR Super Mix: 21.5 pl; Box BIR Primer: 2,5 pl; DNA-Template (~
50ng):1,0 ul bei einem Probenvolumen von 25,0 pl. Als Positivkontrolle (PK) diente Rhizoctonia so-
lani. Die Elektrophorese erfolgte mit einem 1,5%igem Agarosegel, 0,5% TBE und Zugabe von Gel-
Red (Auftrennung: 25 min, 250 V); Probenvolumen: 25ul PCR Produkt; 3 pl Auftragspuffer; Marker:
4 ul 1Kb Ladder.

Temperaturprofil fiir Box PCR:

95 °C 94 °C 53 °C 65 °C 65 °C
6 min 1 min 1 min 8 min 16 min
35 Zyklen

3.1.3 AFLP Fingerprinting bei Ocimum basilicum L.

Bei der Ziichtung von Basilikum liegt ein besonderes Augenmerk auf der Homogenitit, der Unter-
scheidbarkeit und der Bestindigkeit einer Sorte. Mit Hilfe des AFLP-Fingerprints wurde die Homoge-
nitdt von Pflanzenmaterial des Genoveser Typs untersucht. Mittels AFLP-Fingerprints wurde die ge-
netische Variation unter Einbeziehung von sechs unterschiedlichen Wildformtypen (,Out-Group®)
erfasst. Des Weiteren wurde ein Sortenvergleich von 10 Basilikumsorten des Genoveser Typs durch-
gefiihrt (Seliger 2017).

Die im Versuch verwendeten Pflanzen wurden im Gewéchshaus des IGZ angezogen (Tab.4). Fiir
die Aussaat wurde das Profisubstrat, Vermehrungssubstrat Vliestopf (Weilltorf, Perlite) von Einheits-
erde verwendet. Zu zwei Terminen wurden Primérblétter bzw. Blattproben von den jiingsten Blittern
entnommen und DNA fiir die Charakterisierung des Genotyps extrahiert.

DNA wurde jeweils aus 100 mg frischem Blattmaterial isoliert. Das frische Blattmaterial wurde di-
rekt in der Kugelmiihle Precellys 24 mit 6500 rpm aufbereitet. Die DNA-Isolierung erfolgte anschlie-
Bend mit dem DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN GmbH) entsprechend dem Protokoll des Herstellers.
Fiir die DNA-Eluierung wurde eine Menge von 50 pl destilliertem Wasser verwendet. Der DNA-
Gehalt der einzelnen Proben wurde mit Hilfe des Spektrophotometers NanoDrop 2000¢ bestimmt.

AFLP-Analyse: Vorarbeiten und Restriktion: Fiir den ersten Schritt musste von jeder Probe eine
DNA-Menge von 150ng vorliegen. Die 150ng der genomischen DNA mussten anschlieend mit 2,5pl
10x NEBuffer 2, 0,25ul 100X BSE, 5U HindIII-Restriktionsenzym, 3U Msel-Restriktionsenzym und
Wasser verdaut werden. Das Gesamtvolumen der Probe betrug 25ul. Die Reaktion benétigte eine In-

kubationszeit von mindestens 12 Stunden bei 37°C. Der Verdau fand uiber Nacht statt.
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Ligation der Adapter (2. Schritt des Protokolls): Es mussten zunéchst die beiden Adaptermixe fiir
HindIII und Msel erstellt werden. Der HindIII-Adapter-Mix wurde erstellt aus 1:1:18, forward:reverse:
H20. Der Msel-Adapter-Mix aus 1:1, forward:reverse. Die Ligation der Adapter an die verdaute ge-
nomische DNA (gDNA) erfolgte mit 0,5ul HindIII-Adapter-Mix, 0,5ul Msel-Adapter-Mix, 0,5ul 10x
Ligations-Puffer incl. ATP, 1U T4-DNA-Ligase und 3,45ul H20. Die Probe musste anschlieBend fiir
4 Stunden bei 37°C inkubiert werden.

Tabelle4: Botanische Namen mit den entsprechenden Sorten verwendeter Pflanzen

Botanischer Name Sortenname Typ

Ocimum basilicum L. ‘ Apfelbasilikum* k.A.

Ocimum basilicum L. ‘Balleta‘ Genoveser-Typ
Ocimum basilicum L. ‘Bajazzo’ Genoveser-Typ
Ocimum basilicum L. ‘Baroness® Genoveser-Typ
Ocimum basilicum L. ‘Basinova‘ Genoveser-Typ
Ocimum basilicum L. ‘Bavires* Genoveser-Typ
Ocimum basilicum L. ‘Edwina“ Genoveser-Typ
Ocimum basilicum L. ‘Eowyn* Genoveser-Typ
Ocimum basilicum L. ‘Gecom* Genoveser-Typ
Ocimum basilicum L. ‘Red Rubin’ Genoveser-Typ

Ocimum basilicum L. ‘Superbo* Genoveser-Typ
Ocimum basilicum var. ThyrsifloraL.  ‘Thai-Basilikum* Wildformtyp/Out-Group
Ocimum basilicum L. ‘Korsisches Basilikum* Wildformtyp/Out-Group
Ocimum basilicum L. ‘Provence* Wildformtyp/Out-Group
Ocimum basilicum L. ‘Zanzibar* Wildformtyp/Out-Group
Ocimum micranthemum L. ‘Peruanisches Basilikum® Wildformtyp/Out-Group
Ocimum tenuiflorum L. ‘Tulsi* Wildformtyp/Out-Group

Pre-Amplifikation: Hierfiir wurden 5ul der verdauten und ligierten DNA (DigLig DNA) benétigt.
Zusammen mit 1,5ul HindIII+0, 1,5ul Msel+0, 5ul dNTP-Mix, 5ul 10X Puffer, green cap, 5U Taq-
Polymerase und 31ul H20 wurde die DigLig DNA in einer PCR vervielfaltigt. Mit der vorbereiteten
Probe wurde eine PCR (Borchert und Gawenda, 2010) durchgefiihrt. Nachdem der verdauten, li-
gierten und pre-amplifizierten DNA (DigLig-Pre DNA; Gesamtvolumen von 50pul) 20ul entnommen
wurden, mussten die verbleibenden 30ul der DigLig-Pre DNA 1: 20 mit Wasser verdiinnt werden
(30ul + 570pl).
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Agarosegelelektrophorese: Mit den enthommenen 20ul DigLig-Pre DNA wurde die Reaktionskon-
trolle durchgefiihrt. Hierzu wurde ein 2%iges Agarosegel verwendet. Das Gel wurde aus 5g Agarose-
Pulver und 250ml 1x TAE-Puffer hergestellt.

End-Amplifikation und Polyacrylamidgelelektrophorese: Nach einem positiven Ergebnis der Gel-
elektrophorese mit dem Agarose-Gel, folgte gemi3 dem Protokoll die End-Amplifikation. 2,5ul der
zuvor verdiinnten DigLig-Pre DNA wurden zusammen mit 2pl HindIII+XY IRDye Primer 1, 2ul Hin-
diII+XY IRDye Primer 2, 0,3ul Msel+XY Primer, 1ul ANTP-Mix, 1ul 10x Puffer green cap, 0,25U
Tag-Polymerase und 1,15ul H20 vervielfaltigt. Mit der vorbereiteten Probe wurde eine PCR (Bor-
chert und Gawenda, 2010) durchgefiihrt.

Die Gelelektrophorese wurde mit einem Polyacrylamid-Gel durchgefiihrt. Die Gelmatrix wurde
hergestellt aus 20ml KB Plus Solution, 15ul TEMED und 150ul 10% APS. Die Elektrophorese wurde
in dem DNA Sequencer von LI-COR und dem Programm SAGA lite durchgefiihrt. Die entstandenen
Bilder der Gele wurden direkt im System abgespeichert und gemidll den Anleitungen fiir das Pro-
gramm SAGA, in jenem ausgewertet.

Markerauswertung: Die fiir diesen Versuch ausgewerteten Bins wurden festgelegt in dem Pro-
gramm SAGA der Firma LI-COR. Die Bedienung der Software erfolgte anhand des Handbuchs und
des Tutorials. Die Bins dienen dazu die Marker in den Gelbildern festzulegen, um diese dann entspre-

chend der Versuchsfrage auszuwerten.

3.1.4 Regulierung der relativen Luftfeuchtigkeit im Bestand von Basilikum

Ziel dieses AP war zu priifen, ob durch die Reduzierung der Blattndsse und Blattndssedauer die epi-
demische Entwicklung des FM an Basilikum in der Topfkultur unter Gewéchshausbedingungen signi-
fikant reduziert werden kann. Dieses AP wurde nachtriglich in das Projekt aufgenommen. Eine Redu-
zierung der Blattndsse und Blattndssedauer soll durch Erhdhung der Temperatur mittels Heizrohre,
angeordnet liber dem Bestand, erzielt werden. Am IGZ wurden dazu Gewichshauskabinen entspre-

chend ausgestattet.

3.1.4.1 Regulierung der Luftfeuchtigkeit in der Topfkultur im Bestand von Basilikum

In mehreren Sitzen von Basilikum wurde im Vergleich zu einem Bestand ohne Warmezufuhr die im
Bestand gegebene relative Luftfeuchtigkeit (rF) bei einer Vorlauftemperatur von 40°C in den Hei-
zungsrohren in Abhdngigkeit von deren Abstand zum Bestand (ca. 9, 15 und 22 cm) bei derzeit {ibli-
cher Pflanzendichte und Anbaubedingungen in der Topfkultur im Gewéchshaus bestimmt, um einen
geeigneten Abstand der Heizrohre ohne negative Folgen fiir das Wachstum von Basilikum zu ermit-

teln. Mittels Temperatur- und Luftfeuchte-Sensoren (Firma ,,Galltectmela® Typ: KPC 1/5), die an
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verschiedenen Stellen auf den Tischen und in unterschiedlichen Hohen im Bestand positioniert waren,
wurde sowohl die Temperatur als auch die rF im Bestand erfasst (Abb.3 und 4)

Versuchsaufbau: Eine Gewichshauskabine (80 m?) wurde mit vier Tischen a 1x7,75 m ausgestattet,
wobei auf drei Tischen Heizrohre installiert waren. Der Abstand der Heizrohre zum Tischboden betrug
22 c¢m bei Tisch 1(T1), 15 cm bei Tisch 2 (T2) und 9 cm bei Tisch 4 (T4). Tisch 3 (T3) wurde zur
Kontrolle nicht mit Heizrohren ausgestattet. Die Vorlauftemperatur in den Rohren betrug 40°C. Pro
Tisch wurde die rF und die Temperatur an drei unterschiedlichen Stellen und Héhen (0, 11 und 22 cm
iiber der Topfoberkante) gemessen.

Basilikumkultur: In Tépfe (11 cm; Hohe: 8,5 cm), gefiillt mit Fruhstorfer Erde Typ P, wurden ca.
40-50 Basilikum-Kérner der Sorte BAVIRES ausgesét und auf den Tischen platziert. Zur Férderung
der Keimung wurde die Luftfeuchtigkeit in der Gewachshauskabine fiir die ersten sieben Tage auf ca.
90 % eingestellt. Die Temperatur wihrend der Kultur betrug 23/18°C (Tag/Nacht). Der in der Ge-
wichshauskabine eingebaute Energieschirm wurde nachts geschlossen und am Tage gedffnet bzw.
wurde dieser bei hoher Sonneneinstrahlung zur Schattierung genutzt. Die Bewésserung der Pflanzen
erfolgte iiber Schlduche auf dem Tisch (einmaliges Befluten der Tische pro Tag). Ab dem Vier-Blatt-
Stadium wurden die Pflanzen {iber das Bewaisserungssystem gediingt. Die Pflanzen wurden bis zu
einer Hohe von ca. 25 cm kultiviert, wobei die Kulturdauer in Abhéngigkeit von der Jahreszeit variier-

te.

Abstand der Heizrohre zum Tischboden
9cm ohne 15 cm 22 cm

T4 T3 T2 T1

Heizrohre im geschlossenen Kreislauf

Abb. 3: Versuchsaufbau in den Gewédchshauskabinen zur Priifung des Einflusses der Kulturfithrung
auf die relative Luftfeuchtigkeit; Tischen ausgestattet mit Heizrohre (T1, T2, T4) und ohne Heizrohre
(T3)
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Abb. 4: Tisch mit Heizrohren im Bestand in der Gewéachshauskabine

3.1.4.2 Priifung der Krankheitsentwicklung in Abhiingigkeit von der Luftfeuchtigkeit im

Bestand von Basilikum

Die Ergebnisse der fiinf Versuche zur Ermittlung eines geeigneten Abstands der Heizrohre {iber dem
Basilikumbestand zeigten, dass Heizrohre sowohl im Abstand von 9 cm (Hohe der Topfoberkante) als
auch 15 cm iiber dem Tischboden (6 cm iiber der Topfoberkante) die niedrigste rF im Bestand gewihr-
leistete.

Die epidemiologische Entwicklung des FM im Bestand wurde daher in Abhéngigkeit von der ge-
nannten Vorlauftemperatur (40°C) und bei einem Heizrohrabstand von 15 c¢m iiber dem Tischboden
gepriift. Die Ausbringung des Erregers im Bestand (Basilikum im 4-Blattstadium) erfolgte mittels
infizierter Pflanzen.

Zunéchst wurden verschiedene Inokulum-Mengen ausgebracht und die epidemiologische Entwick-
lung bonitiert. In drei aufeinander folgenden Sitzen (Kultivierungsperioden) wurde im 4-Blattstadium
von Basilikum drei Topfe mit je drei infizierten Pflanzen an drei Positionen je Tisch ausgebracht und
nachfolgend die BH auf jedem Tisch erfasst. Ein ,,Topf mit mindestens einer Pflanze, die eine Sporu-
lation des FM Erregers aufwies, wurde bei allen Bonituren als befallen bewertet.

Im ersten Satz war bereits sechs Tage nach Ausbringung des Inokulums eine sehr rasche Ausbrei-
tung des FM Erregers im Bestand zu beobachten. In der Kontrolle zeigte sich anfanglich eine schnelle-
re epidemische Entwicklung des FM im Bestand im Vergleich zu den ,,beheizten” Bestinden. Diese
Unterschiede waren jedoch 12 Tage nach dem Ausbringen des Inokulums nicht mehr gegeben. In ei-
nem weiteren Basilikum-Satz zeigte sich 10 Tage nach dem Ausbringen des Inokulums mit die hochs-
te BH (68%, T3) im Kontrollbestand im Vergleich zu den ,,beheizten* Bestdnden, die eine BH von
30% (T4) und 46,2% (T2) aufwiesen. Kaum Unterschiede in der Ausbreitung des Erregers im Bestand
waren jedoch bei Vergleich der BH des beheizten T2 (46,9%) und T1 (46,2%) festzustellen. Im drit-
ten Satz konnte 10 Tage nach dem Ausbringen des FM Inokulums auf keinem der Tische ein Befall

mit FM festgestellt werden. Nach erneutem Ausbringen von FM Inokulum war fiinf Tage nach Aus-
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bringen des Inokulums ebenfalls nur eine geringe BH im Bestand gegeben. Der hochste Befall im
Bestand war mit 14% BH in der Kontrollvariante (T3) zu beobachten, wihrend durch die Reduzierung
der rF eine BH von 4,3% (T2), 10,7 % (T1) und 11,1% (T4) gegeben war. Die Ergebnisse zeigten,
dass die epidemische Entwicklung von P. belbahrii im Bestand von Basilikum durch Reduzierung der
rF verzdgert werden kann. Aufgrund der raschen Ausbreitung des Erregers im Bestand ist das einge-
setzte Inokulum jedoch als zu hoch einzuschitzen (3 Positionen im Bestand).

Aus diesem Grund wurde in den folgenden Versuchen eine geringere Inokulum-Menge von zwei
Topfen mit jeweils einer mit dem FM Erreger sporulierenden Pflanze pro Topf auf jedem Tisch aus-
gebracht (Abb. 5). Temperatur und Luftfeuchtigkeit wurden mittels Sensoren im Bestand erfasst (Abb.
5). Als Kontrolle dienten Basilikum-Sétze in einer benachbarten Gewiachshauskabine mit ebenfalls
vier Tischen (2 1x7,75 m), die nicht mit Heizrohren ausgestattet waren. Zehn Tage nach Ausbringung

des FM Inokulums wurde die BH im Bestand ermittelt.

l

|
Sensoren

Inokulum-

Topfe

Abb. 5: Schema der Ausbringung des FM Inokulums (gelb) auf zwei Flachen (ca. 150 cm) auf einem

Tisch in der Gewéchshauskabine mit jeweils zwei Luftfeuchtigkeit- und Temperatur-Sensoren (x)

3.1.4.3 Priifung der Befallsentwicklung des FM wihrend der Kultur der wenig anfalli-

gen F3BC3-S1 unter praxisiiblichen Bedingungen im Gewiichshaus

Aus Selbstungslinien der letzten Riickkreuzung wurden die Samen von weniger anfélligen Basilikum-
pflanzen geerntet, ausgesit, die Pflanzen im Vier-Blattstadium mit dem Erreger des FM inokuliert und
ihre Anfilligkeit gegeniiber dem FM bonitiert. Diese Pflanzen sind das Ergebnis von drei Riickkreu-
zungen und einer Selbstung (F3BC-S1). Aus den entsprechenden Riickkreuzungspopulationen wurden
jeweils resistente bzw. wenig anfillige Pflanzen gegeniiber dem FM selektiert, wobei die Anfalligkeit
dieser Pflanzen unter praxisnahen Bedingungen erfasst wurde. Dabei wurde von den 84 ertragreichs-
ten Pflanzen der F3BC-S1 je 5 x 30 Korner fiir den Kulturfiihrungsversuch beziiglich der Regulierung
der relativen Luftfeuchtigkeit verwendet. Diese stammten von 15 Klonen und umfassten von einer bis
zu zehn Pflanzen. Hierflir wurden jeweils 5 x 30 Korner aus einer Linie in Topfen ausgesit und auf

den fiinf Tischen in den beiden Gewichshauskabinen zusammen mit Topfen, die mit BAVIRES aus-

32



gesit waren (84 F3BC3-S1 Pflanzen und 116 BAVIRES), randomisiert verteilt aufgestellt. Alle ande-

ren Bedingungen entsprachen dem obigen Versuch.

3.2 Teil-Projekt GHG (2812NA115)
3.2.1 Erstellung und Charakterisierung einer NILs Population von Basilikum - GHG

Die Sorte BAVIRES (Genoveser Typ) mit dem als Resistenztrager identifizierten Wildtyp ,Heiliges
Basilikum® (und weiteren Resistenztragern) gekreuzt worden. Letzterer unterscheidet sich von den als
Kiichenkrautern verwendeten Genoveser Typen in zahlreichen Merkmalen und ist in seiner urspriing-
lichen Form fiir den Markt ungeeignet. Die intermedidren Pflanzen der F1-Nachkommenschaften wur-
den — als Indiz fiir gelungene Kreuzungen — geselbstet. Die F2-Nachkommenschaften wurden nach-
folgend auf Resistenz gegen den FM getestet. Die resistenten Pflanzen wurden geselbstet und die dar-
aus entstandenen F3-Pflanzen erstmals mit BAVIRES riickgekreuzt (F2BC1). Die daraus entstandenen
Riickkreuzungspflanzen wurden erneut mit BAVIRES riickgekreuzt.

Von diesen Riickkreuzungen (F2BC2) wurden 90 zufillig ausgewahlt und je 10 Kreuzungskdrner -
soweit vorhanden, ansonsten weniger - im ersten Projektjahr (2014) ausgesét, um jeweils drei Pflanzen
fiir die weitere Bearbeitung zu erhalten. Diese wurden in Fiinf-Liter-Topfe gepflanzt und im Ge-
wéchshaus auf Tischen unter insektendichten Netzen aufgestellt. Als Pflanzerde diente Substrat 2 von
Klasmann. Stabilisiert wurden die Pflanzen mittels Tonkinstdbe. Jede Pflanze wurde mit BAVIRES
riickgekreuzt und auch geselbstet. Die Bestdubung erfolgte unmittelbar nach der Kastration. Die
Triebspitze oberhalb der bestdubten Kreuzungsbliiten wurde abgeknipst.

Bei allen Pflanzen wurden individuell die Merkmale Blithbeginn, Bliitenfarbe, Pflanzentyp und Ge-
ruch - in den Jahren 2015 und 2016 zusitzlich die Pflanzenldnge - erfasst. Zur Feststellung des Ge-
ruchs wurden ein oder zwei Blitter einer Pflanze zwischen den Fingern gerieben und der auf der Haut
entstandene Geruch identifiziert. Die Pflanzenlédnge wurde bei Blithbeginn von der Substratoberfldche
im Pflanzgefal bis zur Spitze des Haupttriebes gemessen. Die Ernte erfolgte einzelpflanzenweise,
jeweils Kreuzungen und Selbstungen getrennt. Die Korner wurden von Hand ausgedroschen
und gezdhlt bzw. gewogen.

Ziel der nachfolgenden Riickkreuzungen war ebenfalls 90 zufillige NILs zu erhalten. Weiterge-
fiihrt wurden nur die Kreuzungskdrner. Die Auswabhl richtete sich nach der Zahl der geernteten Kreu-
zungskorner, um die 3 Kreuzungen/NIL mit der hochste Zahl an Korer zu selektieren. Die Selbstun-
gen wurden in das Ziichtungsprogramm der GHG Saaten aufgenommen, sofern sie von Typ und Ge-

ruch dem Genoveser Typ entsprachen (Tab. 5).
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Tabelle 5: Entwicklung zuféllige NILs - Generationsfolge (GHG Saaten GmbH)

Jahr Generation
2008 Kreuzung BAVIRES x Heiliges Basilikum
2009 F1, Selbstung der intermedidren Pflanzen

2010/2011 F2, Resistenzpriifung (IGZ) + Selbstung der resistenten Pflanzen

2012 BC 1 (F3-Pflanzen aus Saatgut der resistenten F2-Pflanzen x BAVIRES)
2013 BC 2 (x BAVIRES)
2014 BC 3 (x BAVIRES)
2015 BC 4 (x BAVIRES)
2016 BC 5 (x BAVIRES)

Zusitzliche Arbeiten im Rahmen der Projektverldngerung im Jahr 2017: Im Januar 2017 wurden 22
Pflanzen vom IGZ iibernommen, die aus den am IGZ durchgefiihrten Riickkreuzungen stammten und
sich als weniger anfillig gegeniiber dem FM erwiesen. Diese wurden von der GHG Saaten GmbH in
Gewebekultur iibernommen. Hierzu wurden Triebspitzen (mit einem Blattpaar) von den Seitentrieben
abgeschnitten und nach Sterilisation auf Murashige & Skoog-Medium (+7 g Plant Agar und 30 g
D(+)-Saccharose; Duchefa Biochemie) bei 24,5°C im Klimaraum kultiviert. Nach erfolgter Seiten-
triebbildung wurden die Gewebekulturpflanzen jeweils weiter geteilt bzw. vermehrt. Die Gewebekul-
turpflanzen wurden jeweils nach 4 Wochen auf neues Nahrmedium umgesetzt. Vor dem Aufsetzen der
Steckling auf das sterile Kulturmedium wurden diese sterilisiert (2 % NaOC]I; 10 min). Die gesamte
Losung wurde in einem Becherglas mit Magnetriihrer verriihrt, wahrend die Basilikum-Nodien hinzu-
gefligt wurden. Zum Aufsetzen auf das Ndhrmedium wurden die Triebenden bis auf ca. 5 cm gestutzt,
Triebe mit Nodien ins sterile Nahrmedium gesetzt und luftdicht verschlossen. Verwendet wurden
durchsichtige Plastikschalen (8 cm Hohe) mit Deckel. Diese wurden dann in einen Kulturraum bei
24,5°C und Licht (16 Stunden) inkubiert. Zum Uberfiihren der Pflanzen in Erde wurden die in-vitro-

Pflanzen samt ihren Wurzeln vorsichtig vom Agar befreit und in Substrat getopft.

4.  Ergebnis
4.1. Teil-Projekt IGZ (2812NA045)

4.1.1 Erstellung einer Population von NILs von Basilikum und Selektion von Linien mit

Resistenz gegen den FM

Am IGZ wurden nach der Resistenzpriifung des Ausgangsmaterials (F2BC1 und F3) drei Riickkreu-
zungen mit dem Genoveser Typ sowie eine abschlieende Selbstung einschlieBlich Resistenzpriifun-

gen durchgefiihrt (Abb. 2).
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Im Folgenden sind die Ergebnisse aus den Resistenzpriifungen sowie Riickkreuzungen der Basilikum-

Generationen dargestellt:

- Resistenzpriifung des ausgewihlten Ausgangsmaterials F2BCI1. Es wurden insgesamt 1785 Pflan-
zen aus 50 Kreuzungslinien auf Resistenz gegeniiber dem FM gepriift. Dieses Material erwies sich
als anfillig gegeniiber dem FM und wurde daher verworfen und auf das Ursprungsmaterial aus der
Ernte der F2-Generation = F3 zuriickgegriffen. Hierfiir wurde resistentes F2-Zuchtmaterial, gene-
riert aus Kreuzungen zwischen anfélligen Genoveser-Typ (cv. BAVIRES und BARONESS) und
zweier resistenten Donor-Eltern (Wildtypen: ,Apfelbasilikum‘ und ,Heiliges Basilikum‘) bis zur
Saatgutreife kultiviert und das Saatgut geerntet (F3 Generation). Die Resistenzpriifung zeigte, dass
die als urspriinglich resistent eingestuften Wildtypen ,Apfelbasilikum‘ und ,Heiliges Basilikum® in-
termedidr anfillig waren.

- Resistenzpriifung des zweiten Ausgangmaterials = F3-Generation. Es wurden 50-100 Pflanzen aus

54 F3-Nachkommen ausgewahlt (insgesamt 3059 Pflanzen) und auf Resistenz gegeniiber dem FM
gepriift. Im Ergebnis dieser Priifungen erwiesen sich acht Genotypen aus der Riickkreuzungslinie
BARONESS x ,Apfelbasilikum‘ gegeniiber dem FM als resistent (Nr. 37, 58, 61, 71, 77a, 77b, 88,
90). Diese acht F3-Nachkommen dienten als Ausgangsmaterial zur Erstellung von NILs. Auch in
diesem Resistenztest erwies sich BARONESS als hoch anfillig und die mitgefiihrten Wildtypen
,Apfelbasilikum‘ und ,Heiliges Basilikum* als intermediér anfallig.

- Riickkreuzung 1. Die als resistent eingestuften acht F3-Genotypen wurden mit dem anfélligen El-

tern-Genoveser-Typ (BAVIRES bzw. BARONESS) riickgekreuzt. An jedem F3-Genotyp wurden

mindestens 150 Bliiten kastriert und mit Pollen des entsprechenden Genoveser-Typ bestdubt. Im
Ergebnis dieser Riickkreuzungen entstand die F3BC1 Generation (37M, 58M, 61M, 61M,
71M, 77aM, 77bM, 88M, 90M). Es wurden ebenfalls reziproke Kreuzungen durchgefiihrt:
BAVIRES bzw. BARONESS dienten ebenfalls als Mutterpflanzen und wurden mit der F3-
Generation als Pollenspender (Vaterpflanze) gekreuzt. Pro F3-Genotyp wurden 2-3 Genotypen, die
dem Genoveser-Typ entsprechen, ausgewéhlt, ihre Bliiten kastriert und mit Pollen des F3-Genotyps
bestdubt (max. ca. 100 Bliiten pro Pflanze). Als Ergebnis dieser Riickkreuzungen entstand die
F3BC1 Generation (37V, 58V, 61V, 61V, 71V, 77aV, 77bV, 88V, 90V), die bis zur Samenreife
kultiviert wurde, um die Samen zu ernten.

Resistenzpriifung der F3BC1-Nachkommen 37M, 58M, 61M, 61M, 71M, 77aM, 77bM, 88M ,
90M und 37V, 58V, 61V, 61V, 71V, 77aV, 77bV., 88V und 90V. Korner der F3BC1-Nachkommen

wurden ausgesit und die Pflanzen auf Resistenz gegeniiber FM gepriift. Es wurden jeweils 100
Korner der Mutterlinie und ca. 50 K&rner der Vaterlinien, insgesamt 3200 Pflanzen, auf Resistenz
gegeniiber dem FM gepriift. Im Ergebnis erwiesen sich vier Einzelpflanzen der F3BC158M (58M1,
58M2, 58M3 und 58M4) als resistent bzw. sehr gering anfillig gegeniiber dem FM (Tab. 6). Diese
Pflanzen dhnelten vom Aussehen her mehr der Wildform.
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Riickkreuzung 2. Diese vier wenig anfalligen Pflanzen 58M1, 58M2, 58M3 und 58M4 der F3BC1-
Nachkommen wurden zundchst vegetativ vermehrt und anschlieBend mit BARONESS riickge-
kreuzt (auch reziproke Kreuzungen). Im Ergebnis dieser Riickkreuzungen entstand die F3BC2-

Generation.

Tabelle 6: Gepriifte Genotypen der F3BC1 auf Resistenz gegeniiber dem FM

Genotyp N Kreuzung Auf- BS %] BH [%)]
37TM 100 V =BAVIRES 77 76,3 100,0
37 V1 50 M = BAVIRES 45 80,3 100,0
37V2 50 M = BAVIRES 41 77,4 100,0
58 M 100 V=BARONESS 77 54,9 87,0
58 V1 33 M = BARONESS 29 65,8 100,0
58 V2 33 M = BARONESS 27 76,6 100,0
58 V3 34 M = BARONESS 21 71,7 100,0
61 M 100 V =BAVIRES 23 79,4 100,0
61Vl 50 M = BAVIRES 42 79,9 100,0
61V2 50 M =BAVIRES 30 79,9 100,0
71M 100 V =BAVIRES 78 85,1 98,7
71 V1 50 M =BAVIRES 52 83,1 100,0
71 V2 50 M = BAVIRES 33 84,0 100,0
77a M 77 V =BAVIRES 38 66,1 100,0
77a V1 65 M = BAVIRES 51 86,5 100,0
77a V2 61 M =BAVIRES 58 82,4 100,0
770 M 100 V=BAVIRES 59 78,8 100,0
776 V1 50 M =BAVIRES 48 80,6 100,0
770 V2 50 M = BAVIRES 42 85,2 100,0
88 M 100 V =BAVIRES 76 73,4 100,0
88 V1 33 M = BAVIRES 28 80,8 100,0
88 V2 33 M =BAVIRES 30 82,8 100,0
88 V3 34 M =BAVIRES 24 71,5 100,0
90 M 100 V =BAVIRES 43 66,9 100,0
90 V1 50 M = BAVIRES 47 83,0 100,0
90 V2 50 M = BAVIRES 43 83,7 100,0
BAVIRES 100 88 83,1 100,0
Tulsi* 50 12 0 0
Apfelbasil. 50 47 61,2 99,0

* Tulsi (= ,Heiliges Basilikum‘) neuer Zukauf von herkdmmlichen Samenfirma (2015)
Resistenzpriifung der F3BC2-Nachkommen 58M1, 58M2. 58M3 und 58M4. Es wurden in zwei
aufeinanderfolgenden Resistenztests (1 und 2) Pflanzen der F3BC2-Nachkommen 58M1, 58M2,
58M3 und 58M4 auf Anfilligkeit gegeniiber FM gepriift. Eine Vielzahl der gepriiften Pflanzen er-

wies sich als stark anfdllig. Einige Pflanzen zeigten jedoch einen geringen Befall gegeniiber dem
FM. Von den Selbstungskorner zeigte die Nachkommenschaft 58M2 eine geringe Anfalligkeit

(Tab. 7).
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Tabelle 7: Befallshiufigkeit und Befallsstirke der gepriiften F3BC2-Nachkommen 58M1, 58M2,

58M3, 58M4

Resistenztest 1 Resistenztest 2
gepriifte Pflanzen N BS[%] BH[%] |N  BS[%] BH [%]
BARONESS 172 92,9 100 82 86,0 100
Apfelbasilikum 174 48,2 100 146 30,2 99
58 M1 (F3BC2) 175 59,9 99 81 46,0 98
58 M2 (F3BC2) 165 31,2 92 36 19,1 83
58 M3 (F3BC2) 178 29,8 81 56 15,4 89
58 M4 (F3BC2) 151 63,7 98 45 58,9 96
58 M1 (F3BC1-S1) 21 17,0 86
58 M2 (F3BCl1- S1) 10 5,6 40
58 M3 (F3BCl1- S1) 1 7,5 100
58 M4 (F3BC1- S1) 72 38,2 94

Riickkreuzung 3. Die Pflanzen der F3BC2-Nachkommenschaft 58M1, 58M2, 58M3 und 58M4 mit

der geringsten Anfilligkeit gegeniiber FM wurden ein drittes (letztes) Mal mit der Sorte
BARONESS riickgekreuzt und bis zur Samenreife kultiviert. Im Ergebnis dieser Riickkreuzun-
gen entstand die F3BC3-Generation.

Resistenzpriifung der F3BC3-Nachkommen 58M1, 58M2, 58M3 und 58M4. Es wurden in drei

aufeinanderfolgenden Resistenztests ca. 3000 Pflanzen gepriift. Unter der F3BC3-
Nachkommenschaft war der Grofiteil der gepriiften Pflanzen stark anfillig. Eine geringe Anzahl an
Pflanzen (Nr. 1-13, Tab. 8), die mehr der Wildform &hnelten, zeigten eine geringe Anfalligkeit (BS
< als 10%). Auf Wunsch des Ziichters wurden auch einige Pflanzen selektiert, die eine BS bis 30%
aufwiesen (Nr. 14-22, Tab.8), da bei diesen Pflanzen die Merkmale mehr dem Genoveser Typ gli-
chen (Tab.8).

Selbstung der F3BC3 Nachkommen. Die nach der 3. Riickkreuzung selektierten gering anfilligen

Einzelpflanzen (1-22, Tab.8) wurden iiber Gewebekultur (GHG Saaten) vegetativ vermehrt und bis
zur Samenreife kultiviert. Im Ergebnis dieser Selbstung entstand die F3BC3-S1Generation.

Resistenzpriifung der F3BC3-S1 Nachkommen. Die Stabilitit der Resistenz gegeniiber FM an den

Pflanzen aus den geernteten K&rnern der F3BC3-S1 wurde wiederholt gepriift. Dazu wurden in
zwei Resistenztests je 18 Korner (insgesamt 3200 Pflanzen) von aus vorherigen Resistenzpriifun-
gen ausgesuchten und geselbsteten wenig anfélligen Pflanzen gepriift. Etwa 140 Pflanzen zeigten
keinen oder nur einen geringen Befall. Diejenigen nicht bzw. wenig anfélligen Pflanzen, die den
Merkmalen des Genoveser Typs am starksten entsprachen, wurden ausgesucht und als Zuchtmate-

rial fiir Basilikum mit eingekreuzter ,Resistenz‘ der GHG zur Verfiigung gestellt. Einige der wenig
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anfilligen Pflanzen, die nach der Selbstung ausreichend Kommer ausbildeten, wurden noch in einem
praxisnahen Kulturfiihrungsversuch (mit und ohne Regulierung der Luftfeuchtigkeit) auf ihre Re-
sistenz gegeniiber dem FM untersucht (siche 4.1.4.3.)

Tabelle 8: Selektierte Pflanzen (gering anfillig) der F3BC3-Nachkommenschaft 58M1, 58M2, 5§M3
und 58M4

Nr. gepriifte Pflanzen BS[%] BH [%]
1 58M2/16-8 1.7 100
2 58M2/6-1 1.9 100
3 58M4/1-2 2.5 100
4 58M2/16-5 4.6 100
5 58M4/1-5 5.0 100
6 58M4/1r-5 5.6 100
7 58M4/1-18 5.6 100
8 58M4/1-19 5.6 100
9 58M2/15-8 5.8 100
10 58M2/16-2 6.7 100
11 58M4/1-4 6.7 100
12 58M2/15-7 8.8 100
13 58M2/15-1 9.5 100
14 58M2/8-2 16.3 100
15  58M4/1-13 16.3 100
16  58M2/8-3 16.3 100
17  58M2/12-3 16.3 100
18  58M4/1-6 16.3 100
19  58M4/1-7 16.3 100
20  58M4/1-15 22.5 100
21 58M4/1-14 30.0 100
22 58M2/8-2 30.0 100

4.1.1.1 Weitere im Verlauf des Projektes durchgefiithrte Resistenzpriifung an Pflanzen

aus Selbstungen und Verklonungen

- Resistenzpriifung der F3-Selbstungskérner (F3-S1). Um Riickschliisse auf die Vererbung der Re-

sistenz von geselbsteten Nachkommen ziehen zu konnen, wurden die als nicht anfillig ausgewéihl-
ten acht Genotypen (37, 58, 61, 71, 77a, 77b, 88, 90) der F3 Generation geselbstet. Sowohl die Sa-
menentwicklung als auch die Keimfahigkeit der Selbstungs-Nachkommen war sehr schwach. Es
wurden eine Pflanze der F3-S1/37, 39 Pflanzen der F3-S1/58, zwei Pflanzen der F3-S1/77 b und

38 Pflanzen der F3-S1/90 (69 Korner) auf Anfilligkeit gegeniiber dem FM gepriift. Fast alle Pflan-
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zen, die aus den F3-Selbstungen hervorgingen, waren stark anfillig. An zwei Pflanzen des Geno-
typs F3-S1/90 und drei Pflanzen des Genotyps F3-S1/58 wurde nach der ersten Inokulation kein
Befall festgestellt werden. Diese wurden erneut inokuliert und bonitiert, wobei sich zwei Nach-
kommen der F3-S1/58 als leicht anfillig erwiesen.

Resistenzpriifung  von  geklonten gering anfillicen Pflanzen der F3- und F3BClI-

Nachkommenschaft. Der Genotyp 58 war 10 dpi im Mittel am wenigsten anfillig (Tab. 9). Die

fiinf Wochen alten Klone, die bei 23°C kultiviert wurden (Behandlung A), zeigten die geringste
BS und BH im Vergleich zu den fiinf Wochen alten Klonen, die bei 18°C (B), und eine Woche al-
ten Klonen, die bei 23°C (C) kultiviert wurden (Tab.9 und 10). Nach 14 dpi zeigte sich ein Anstieg
der BS.

Tabelle 9: Einfluss von Temperatur und Klon-Alter auf Anfalligkeit von F3-Genotypen 10 dpi

Genotyp BS [%] Mittel BH [%] Mittel
BS [%] BH [%)]
A B C A B C
37 14.8 353 24.9 254 82 89 100 91.1
58 1.3 5.1 9.9 5.4 40 35 70 48.3
61 1.8 2.5 345 13.5 15 18 95 43.9
71 0.2 3.2 26.2 10.4 11 33 85 44.6
88 4.4 10.8 27.3 14.3 45 50 90 62.1
90 12.3 20.3 22.2 18.2 95 94 85 91.4
77a 0.9 7.1 13.3 7.1 35 44 70 98.3
77b 4.6 10.3 16.2 10.4 75 78 75 50.0
BAVIRES 77.6 93.3 93.6 84.7 95 100 100 75.9
BARONESS 75.6 88.8 89.8 88.0 100 100 100 100.0

Tabelle 10: Befallsstirke und Befallshidufigkeit bei verschiedenen Behandlungs/Kultivierungs-

Varianten von F3-Genotypen 10 dpi

Behandlung  BS [%] BH [%]

A 19.6 66
B 279 71
C 35.8 92

Resistenzpriifung der Klone von 58M1, 58M2, 58M3 und 58M4 der F3BC1-Generation. Die Klo-
ne, die von 58M2 abstammten, zeigten 10 dpi die niedrigste BS und BH. Klone, die von 58M4 ab-

stammten, zeigten eine hohe Anfilligkeit gegeniiber dem FM (Tab. 11).
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Tabelle 11: Befallsstirke und Befallshdufigkeit von vier Klonen der F3BC1-Generation 10 dpi

Klon BS [%] BH [%]
58M2 1.3 40
58M3 13.2 95
58M1 18.7 100
58M4 30.6 100
BARONESS 93.1 100

4.1.2 Charakterisierung der Isolate und Priifung der Anfilligkeit

Bis auf das Isolat MT3 erwiesen sich alle Isolate als pathogen und verursachten 12 dpi eine hohe BS
und eine nahezu hundertprozentige BH an den Sorten BAVIRES und ,Eleonora‘. BAVIRES reagierte
mit deutlich hoherem Befall im Vergleich zur Sorte ,Eleonora® (Abb. 6). Die Ergebnisse der BOX-
PCR zeigen, dass die Isolate in Gruppen mit vergleichbaren Fingerprints aufgeteilt werden kdnnen
(Abb. 7). Eine ausreichende Vermehrung des Isolates 12 war nicht mdglich, daher konnten keine Fin-

gerprints generiert werden.
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Abb. 6: Pathogenitit von P. belbahrii Isolaten, getestet an den Basilikumsorten BAVIRES (B) und
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Abb. 7: BOX-PCR-Fingerprints von P. belbahrii Isolaten (1=PA14; 2=7ZM13; 3=RAJ13; 4=BN16;
5=HD15; 6=HILD12; 7=MT3; 8=MT4; 9=LHM14; 10=PRA13; 11=DO16; 12=HAN14) PK: Positiv-
kontrolle (Rhizoctonia solani); NK: Negativkontrolle; M: Marker (1kb)

4.1.3 AFLP Fingerprinting von Basilikum
4.1.3.1 Homogenitit innerhalb der Liniensorten

Der Homogenitétstest sollte Aufschluss iiber die genetische Homogenitit der untersuchten Sorten
geben. In die Untersuchungen wurden die Basilikumsorten O. basilicum L. ‘Edwina‘, BAVIRES und
‘Gecom’ einbezogen. Da es sich um Liniensorten handelt, ist davon auszugehen, dass sie weitgehend
homogen sind. Es kann aber dennoch eine hohere Variabilitét innerhalb einer solchen Liniensorte be-
stehen im Vergleich zu vegetativ vermehrten Klonsorten. Daher wurde die AFLP-Analyse der drei
Sorten mit jeweils 50 Pflanzen durchgefiihrt, von denen je eine Blattprobe entnommen wurde. Als
Out-Group wurden die Wildformen: O. basilicum var. Thyrsiflora L., O. basilicum L. ‘Korsisches
Basilikum‘ und ‘Provence‘, sowie O. micranthemum L. und O. tenuiflorum L. ausgewéhlt (Tab.4), von
denen je eine Probe pro Individuum untersucht wurde.

Es wurden mit acht Primerkombinationen (Tab.12) insgesamt 200 AFLP-Marker generiert. Dabei
wurde eine AFLP-Bande als Marker gewertet, wenn ein Marker polymorph zwischen den Genoveser-

Sorten oder zur Out-Group war.

Tabelle 12: Verwendete Primerkombinationen in den AFLP-Analysen

Nr. Primer1 Primer2

1 Hindll1+CGA Msel+TAC

2 HindlI1+AGT Msel+TAC

3 Hindll1+AAC Msel+CTC

4 HindlII+ACT Msel+CTC

5 HindlI1+CGA Msel+CTCT
6 HindlI1+AGT Msel+CTCT
7 Hindl11+CGA Msel+CGCG
8 HindlI1+AGT Msel+CGCG
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Abb. 8: AFLP-Fingerprints von 50 BAVIRES-Proben (Klammer 1) und der sechs Sorten der Out-
Group O. tenuiflorum L.; O. basilicum L. ‘Zanzibar‘, O. basilicum var. Thyrsiflora L.; O. micran-

themum L.; O. basilicum ‘Provence‘; O. basilicum L. ‘Korsisches Basilikum‘(Klammer 2).
Die AFLP-Fingerprints (Bins) wurden mit dem Programm SAGA ausgewertet. Die Fingerprints

der Out-Group AFLP-Fingerprints weisen ein der Sorte entsprechendes spezifisches Bandenmuster auf

(Abb. 8).

Tabelle 13: Bestimmung der Homogenitit anhand von 200 AFLP-Markern (Bins)

Sorte Pflanzen gesamt  Identisch (%) Abweichend Anzahl Genotypen
Gecom 50 43 (86,0) 7 4

Edwina 49 43 (87,8) 6 5

Bavires 49 29 (59,2) 20 16

Bei der Bestimmung der Homogenitit der AFLP-Fingerprints wurden die 50 Fingerprints einer
Sorte nach der Anzahl an identischen Proben und nicht identisch Fingerprints gruppiert. Dabei wurde
davon ausgegangen, dass die Gruppe, welche die gro3te Anzahl an identischen Genotypen beinhaltet
(Hauptgruppe) dem Genotyp der Sorte entspricht. Bei ‘Edwina‘ (43 von 49 Fingerprints) und ‘Gecom*
(43 von 50 Fingerprints) zeigten sich 88% bzw. 86% der auswertbaren Fingerprints als identisch. Bei
der Sorte BAVIRES wiesen jedoch lediglich 29 der 49 Fingerprints ein identisches Bandenmuster auf
(59,2%) (Tab.13). Bei der Sorte BAVIRES zeigten somit 20 Individuen ein abweichendes AFLP-
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Bandenmuster und damit hohere genetische Heterogenitit. In ‘Gecom‘ wurden insgesamt vier unter-
schiedliche Genotypen (inklusive der Hauptgruppe) identifiziert, bei ‘Edwina‘ fiinf und bei BAVIRES
16. Der Grad der Abweichung der abweichenden Proben (Gecom: 7, Edwina: 6; BAVIRES: 20) ist
anhand der Bins dargestellt (Tab. 14).

Tabellel4: Verteilung der polymorphen Marker unter den abweichenden Pflanzen

Sorte analys. Bins 1 Bin 2 Bins 3 Bins 4 Bins 5 Bins 8 Bins
Gecom 200 6 Pfl. 1Pfl.

Edwina 200 4Pfl. 2 Pfl

BAVIRES 200 9Pfl. 7Pfl 1 Pfl. 1 Pfl. 1 Pfl. 1PFL

Die Anzahl der Bins, die sich von der Hauptgruppe unterscheiden, ist Ausdruck des Grad der Ab-
weichung. So wichen bei ‘Gecom* die sieben abweichenden Proben maximal um zwei Bins ab, wobei
die Abweichung von zwei Bins nur in einem der 50 Individuen zu finden war. Bei den restlichen sechs
abweichenden Proben handelte es sich jeweils um eine Abweichung von der Hauptgruppe von einem
Bin. Bei ‘Edwina‘ lag die maximale Abweichung der insgesamt sechs abweichenden Proben ebenfalls
bei zwei Bins, die bei zwei der 49 Individuen auftraten. Die restlichen vier abweichenden Proben un-
terschieden sich in jeweils nur einem Bin von der Hauptgruppe.

Die groBte Abweichung war mit acht Bins bei BAVIRES zu verzeichnen: eine der 49 Proben un-
terschied sich in acht Bins, neun unterschieden sich in einem Bin, sieben in zwei Bins und jeweils eine
in drei, vier und fiinf Bins. Die jeweiligen prozentualen Abweichungen innerhalb jeder Sorte weist
Tab. 15 aus. Dabei entsprach die Hauptgruppe 100%, da sie den Genotyp der jeweiligen Sorte darstell-
te. So weist innerhalb der Sorte ’Gecom®, die grofite Abweichung mit 2 Bins (Tab.14 und 15) immer
noch eine 99%-ige Ubereinstimmung zur Hauptgruppe auf (1% Abweichung innerhalb der 50 Pro-
ben). Ebenfalls 1% maximale Abweichung wiesen die Individuen der Sorte ‘Edwina‘ mit zwei Bins

auf (Tab.14 und 15). Bei BAVIRES war eine maximale Abweichung von 4% gegeben. Hier lag

dementsprechend noch eine Ubereinstimmung von 96% zur Hauptgruppe vor.

4.1.3.2 Sorten-Vergleich

Es wurde des Weiteren AFLP-Fingerprints von acht Sorten weiterer Genoveser-Sorten erstellt:
Ocimum basilicum L. ‘Balleta‘, ‘Bajazzo‘, ‘Baroness‘, ‘Basinova‘, ‘Eowyn‘, ‘Gecom‘, ‘Red Rubin°
und ‘Superbo‘. Zum Vergleich wurden die Sorten BAVIRES und Edwina‘ sowie die genannten Out-
Group in die Untersuchungen einbezogen. Von den zehn Genoveser-Sorten wurden jeweils drei Pro-

ben von drei verschiedenen Individuen entnommen. Ziel der Untersuchungen war, die genetische Va-
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riation der Sorten im Vergleich zu ‘Edwina‘ und BAVIRES zu analysieren. Die Auswertung erfolgte
anhand von 200 AFLP-Markern generiert mittels 10 Primerkombinationen (Tab. 16).

Tabelle 15: Aufschliisselung der abweichenden Proben innerhalb der Sorten mit Angabe der Abwei-

chungen von Hauptgruppe (%) und maximalen Abweichung (%)

Sorte Gesamt 100% 99% 98% 97% 96%  max. Abweichung
Gecom 50 43 7 1%
Edwina 49 43 6 1%
BAVIRES 49 29 16 2 1 1 4%

Tabelle16: Verwendete Primerkombinationen fiir den Sorten-Vergleich

Nr. Primer 1 Primer 2

1 Hindl11+CGA Msel+TAC

2 HindlI1+AGT Msel+TAC

3 HindlI1+AAC Msel+CTC

4 HindI1+ACT Msel+CTC

5 Hindl11+CGA Msel+CTCT
6 HindlI1+AGT Msel+CTCT
7 Hindll1+CGA Msel+CGCG
8 HindlI1+AGT Msel+CGCG
9 Hindl1+AAC Msel+TCA
10 HindI1+ACT Msel+TCA

Die Bandenmuster von BAVIRES und ,Edwina‘® weisen sehr dhnliche Muster auf. Die beiden Sor-
ten ‘Edwina‘ und BAVIRES wiesen in acht der 200 untersuchten AFLP-Markern Unterschiede auf.
Laut dem hier ausgewerteten Material betrug der genetische Unterschied zwischen den zu untersu-
chenden Sorten ‘Edwina‘ und BAVIRES also 4%. Somit scheinen nur geringe genetische Unterschie-
de zwischen den beiden Sorten zu bestehen.

Die Ergebnisse bestdtigen die bereits festgestellte hohere Inhomogenitit in den Bandenmustern von
BAVIRES. Zwischen den Individuen der einzelnen Sorten waren ebenfalls Inhomogenititen gegeben.
Solange dabei nur eine der drei Proben im Genotyp von den anderen beiden abwich, wurden die bei-

den iibereinstimmenden Genotypen als Hauptgruppe gewertet und zum Vergleich herangezogen.
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Tab.17: Genetischer Unterschied zwischen den Genoveser-Sorten (GS) und Out-Group Arten (OG)

[%] anahnd von AFLP-Fingerprints

Grup | Red | BAJAZ | BARO Eo- | BALLE | Geco | Edwina | BAVIR | BASI
pe Rubin 70 NESS wyn TA m ES NOVA

Red Rubin GS X
BAJAZZO GS 10 X
BARONESS GS 7,5 4,5 X
Eowyn GS 8 3 2,5 X
BALLETA GS 8 5 0,5 3,5 X
Gecom GS 11 6,5 7 7,5 8 X
Edwina GS 10 8 6 7 6 4,5 X
BAVIRES GS 8 4 3 2,5 3 6,5 4 X
BASINOVA GS 10 0,5 4,5 3 4,5 6,5 8 4 X
O. tenuiflo- ou 75,5 74,5 76 77 76 73 75 76,5 75,5
rum Tulsi
O. bas. Zanzi- | OU 14 15,5 16 18 15 13 13 16 16,5
bar
O.bas. Thyrsi- | OU 13 13,5 13 14,5 13,5 10 11,5 13,5 16
flora Thai-
Bas.
O. micran- ou 39 35,5 36,5 36,5 37,5 30 33,5 35,5 36,5
themum
O. bas. Pro- ou 12,5 10,5 10 8,5 9,5 11,5 9,5 10,5 11
vence
O. bas Korsi- ou 17,5 18 13,5 15,5 15 18 14 14 17,5
sches B.

Mit Ausnahme der Sorte ‘Superbo‘ konnte bei jeder Sorte eine Hauptgruppe/Sortengenotyp bestimmt

werden. Die Sorte ‘Superbo‘ und die jeweils abweichenden Individuen der Sorten ‘Red Rubin‘,

‘BARONESS®, ‘Eowyn‘ und BASINOVA wurden dementsprechend von der Auswertung ausge-

schlossen.

Die groBiten Unterschied anhand der AFLP-Fingerprints zeigte sich mit 11% zwischen den Geno-

veser-Sorten ‘Gecom‘ und ‘Red Rubin‘ (Tab. 17). Die geringsten Unterschiede waren zwischen mit

0,5% den Sorten BARONESSund BALLETA sowie den Sorten BAJAZZO und BASINOVA zu be-
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obachten. Im Durchschnitt aller Genoveser-Sorten zueinander war ein Unterschied von 5,6 % gege-
ben. Beim Vergleich der Genoveser-Sorten zu den Wildformtypen der Out-Group zeigte die Sorte
“Tulsi® mit durchschnittlich 75,4% die groBite Abweichung zu den Genoveser-Sorten. O. micran-
themum L. wies eine durchschnittliche Abweichung von 35,6 % zu den Genoveser-Sorten auf. Die
Ergebnisse zeigen, dass im Vergleich zu den Sorten der Out-Group alle Genoveser-Sorten ndher mit-

einander verwandt sind.

4.1.4 Regulierung der Luftfeuchtigkeit im Bestand von Basilikum
4.1.4.1 Regulierung der Luftfeuchtigkeit in der Topfkultur im Bestand von Basilikum

In 2015 und 2016 wurden zunéchst in mehreren Basilikum-Sétzen der Einfluss der Abstand der
Heizrohre (Vorauftemperatur 40°C) zum Bestand auf die relative Luftfeuchtigkeit (rF) untersucht. Die
Ergebnisse zeigten, dass geringste rF erreicht werden kann, wenn die Heizrohre direkt in der Hohe der
Topfoberkante (9 cm iiber dem Tischboden) und 6 cm iiber der Topfoberkante (15 cm iiber dem
Tischboden) angeordnet werden (Abb. 9a und 9b).

4.1.4.2 Priifung der Krankheitsentwicklung in Abhéngigkeit von der Luftfeuchtigkeit im Be-

stand von Basilikum

Die epidemiologische Ausbreitung des FM wurde unter den Bedingungen gepriift, unter der die hochs-
te Reduktion der rF erzielt werden konnte. Die epidemische Ausbreitung des FM kann durch Reduk-
tion der rF deutlich reduziert werden, jedoch nicht zu 100% verhindert werden (Abb. 10a-d).

Im Jahres-Verlauf wurden unter Gewéachshausbedingungen verschiedene Versuche zur epidemio-
logischen Entwicklung des FM durchgefiihrt. Dabei zeigte sich eine raschere Befallsentwicklung in
den Friithjahr- und Sommermonaten, wihrend in den Herbst- und Wintermonaten diese deutlich gerin-
ger war. Obwohl die Befallsentwicklung im Bestand des Basilikums (nach Ausbringung des FM In-
okulum) deutlich von Versuch zu Versuch variierte, war im Vergleich zu den Kontroll-Varianten in
allen Versuchen in den Varianten mit reduzierter rF eine geringere BH mit FM zu verzeichnen (T3)
(Abb. 10a-d und 11). Bei reduzierter rF war auch im Vergleich zu der Kontroll-Variante eine geringe-

re BS zu beobachten (Abb. 10a-d).
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Abb. 9a: Temperatur und rel. Luftfeuchtigkeit (rF) im Bestand von Basilikum bei einer Vorlauftempe-
ratur in den Heizrohren von 40°C und in Abhéngigkeit vom Abstand der Heizrohre zum Tisch: 22 cm

(blau); 15 cm (rot); 9 cm (lila); 0 (griin); aus vier Basilikumsétze (V1, V2, V3, V4) um 6.00 Uhr
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Abb. 9b: Temperatur und rel. Luftfeuchtigkeit (rF) im Bestand von Basilikum bei einer Vorlauftem-
peratur in den Heizrohren von 40°C und in Abhéngigkeit vom Abstand der Heizrohre zum Tisch: 22
cm (blau); 15 cm (rot); 9 cm (lila); O (griin); fiir einen ausgesuchten Tag im 6-Blatt-Stadium von Basi-

likum aus vier Versuchen (V1, V2, V3, V4)
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Abb. 10a: Prozentualer Anteil mit FM befallener Basilikum-Topfe (Befallshaufigkeit, BH) in Abhéin-
gigkeit von der relativen Luftfeuchtigkeit (rF), variiert durch installieren von Heizrohre iiber dem Be-
stand (Tische T1, T2, T4), im Vergleich zur BH zur Kontrollvariante ohne Heizrohre (T3). Der Ver-
lauf der rF und Temperatur erfolgte ab 6.00 Uhr vom 13.4. (Inokulation des Bestandes mit FM) bis
1.5.2017. Die BH wurde 10 Tage nach der Inokulation (dpi) erfasst. sp-: keine Erregersporulation;

sp+: Erregersporulation auf den Blattern.
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Abb. 10b: Prozentualer Anteil mit FM befallener Basilikum-Topfe (Befallshdufigkeit, BH) in Abhén-

gigkeit von der relativen Luftfeuchtigkeit (rF), variiert durch installieren von Heizrohre {iber dem Be-

stand (Tische T1, T2, T4), im Vergleich zur BH zur Kontrollvariante ohne Heizrohre (T3). Der Ver-

lauf der rF und Temperatur erfolgte ab 6.00 Uhr vom 23.5. (Inokulation des Bestandes mit FM) bis

6.6.2017. Die BH wurde 10 Tage nach der Inokulation (dpi) erfasst. sp-: keine Erregersporulation;

sp+: Erregersporulation auf den Blattern.
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BH [%] Gewdchshaus mit Heizrohre BH [%] Gewdchshaus ohne Heizrohre
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Abb. 10c¢: Prozentualer Anteil mit FM befallener Basilikum-Topfe (Befallshaufigkeit, BH) in Abhén-

gigkeit von der relativen Luftfeuchtigkeit (rF), variiert durch installieren von Heizrohre {iber dem Be-

stand (Tische T1, T2, T4), im Vergleich zur BH zur Kontrollvariante ohne Heizrohre (T3). Der Ver-

lauf der rF und Temperatur erfolgte ab 6.00 Uhr vom 2.7. (Inokulation des Bestandes mit FM) bis

16.7.2017. Die BH wurde 10 Tage nach der Inokulation (dpi) erfasst. sp-: keine Erregersporulation;

sp+: Erregersporulation auf den Blattern.
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BH[%] Gewichshaus mit Heizrohre BH [%] Gewichshaus ohne Heizrohre
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Abb. 10d: Prozentualer Anteil mit FM befallener Basilikum-Topfe (Befallshdufigkeit, BH) in Abhén-
gigkeit von der relativen Luftfeuchtigkeit (rF), variiert durch installieren von Heizrohre {iber dem Be-
stand (Tische T1, T2, T4), im Vergleich zur BH zur Kontrollvariante ohne Heizrohre (T3). Der Ver-
lauf der rF und Temperatur erfolgte ab 6.00 Uhr vom 1.10. (Inokulation des Bestandes mit FM) bis
15.10.2017. Die BH wurde 10 Tage nach der Inokulation (dpi) erfasst. sp-: keine Erregersporulation;

sp+: Erregersporulation auf den Blattern.
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Abb. 11: Mittlerer prozentualer Anteil mit FM befallener Topfe (Befallshdufigkeit, BH) auf den Ti-

schen T1, T2, T3 und T4 (mit Heizrohre) und T4 (ohne Heizrohre) unter Gewachshausbedingungen

aus vier Versuchen. Balken stellen den errechneten Konfidenzintervall dar.
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4.1.4.3 Priifung der Befallsentwicklung des FM wiihrend der Kultur der wenig anfilli-

gen F3BC3-S1 unter praxisiiblichen Bedingungen im Gewiichshaus

Vergleichbar zu den Versuchen beziiglich der epidemiologischen Entwicklung von FM an einer ge-
geniiber dem Erreger empfindlichen Sorte wurde die epidemische Ausbreitung des FM an einem we-
nig empfindlichen Genotyp F3BC3-S1 in Abhéngigkeit von der rF untersucht. Die rF wurde mittels
Heizrohre (Vorlauftemperatur 40°C) reduziert. Im Vergleich zur Gewéchhauskabine mit hoherer rF
(ohne Heizrohre) war bei geringerer rF eine geringere BH in allen Varianten zu beobachten (Abb. 13).
Bei geringerer rF war an den symptomatischen pflanzen keine Sporulation des FM Erregers gegeben
(Abb. 12). Nur wenige Pflanzen aus der F3BC3-S1 Generation zeigten einen Befall mit FM im Ge-
gensatz zur Sorte BAVIRES mit hoher Anfalligkeit gegeniiber dem FM (Abb.13).
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Abb. 12: Prozentualer Anteil mit FM befallener Basilikum-Topfe (Befallshiufigkeit, BH) in Abhdn-
gigkeit von der relativen Luftfeuchtigkeit (rF), variiert durch installieren von Heizrohre {iber dem Be-
stand (Tische T1, T2, T4), im Vergleich zur BH zur Kontrollvariante ohne Heizrohre (T3). Der Ver-
lauf der rF und Temperatur erfolgte ab 6.00 Uhr vom 17.4. (Inokulation des Bestandes mit FM) bis
1.5.2018. ie BH wurde 10 Tage nach der Inokulation (dpi) erfasst. sp-: keine Erregersporulation; sp+:
Erregersporulation auf den Bléttern. In diesem Versuch wurden Pflanzen der F3BC3-S1 Generation

gepriift.
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Gewéchshaus mit Heizrohre Gewichshaus ohne Heizrohre
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Abb. 13: Prozentualer Anteil mit FM befallener Basilikum-T6pfe (Befallshdufigkeit, BH) in Abhén-
gigkeit von der relativen Luftfeuchtigkeit (rF), variiert durch installieren von Heizrohre tiber dem Be-
stand (Tische T1, T2, T4), im Vergleich zur BH zur Kontrollvariante ohne Heizrohre (T3). In diesem
Versuch wurde die epidemische Ausbreitung von FM auf BAVIRES und Pflanzen der F3BC3-S1
Generation gepriift. Auf den Tischen gekennzeichnet mit * wurde die Ausbreitung von FM nur auf

BAVIRES gepriift.

4.2 Teil-Projekt GHG (2812NA115)
4.2.1 Selektion von 90 NILs mit zufilligem Teil des Genoms des Donor-Elters

Die Anzahl der zufélligen NILs — geplant waren jeweils 90/Jahr — und der dazu gehorenden Pflanzen
(im Idealfall 90 x 3 = 270 Pflanzen) und die Zahl der gelungenen Kreuzungen sind in Tab. 18 zusam-
mengefasst. Die Anzahl der durchgefiihrten Kreuzungen ist dabei deutlich hoher. Es wurde mindestens
eine Kreuzung je Pflanze, in einigen Féllen auch mehrere Kreuzungen je Pflanze durchgefiihrt. Be-
dingt durch geringe Kornzahlen und/oder fehlende Keimfdhigkeit blieb die tatsdchliche Zahl der
Pflanzen geringfiigig unter dem Optimum. Am Ende des Projektes, nach 3 Anbaujahren, waren im-

merhin noch 82 der urspriinglich im ersten Jahr angebauten 90 zufélligen NILs vorhanden.
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Tabelle 18: Anzahl der zufélligen NILs, der angebauten Pflanzen und der gelungenen Kreuzungen in

den Projektjahren 2014, 2015 und 2016

Jahr zuf. NILs | x Pflanzen | Pflanzen gesamt gelungene Kreuzungen *)
2014 80 3 240
4 2 8
1 1 1
Summe 85 249 226
2015 74 3 222
6 2 12
5 1 5
Summe 85 239 218
2016 79 3 237
1 2 2
2 1 2
Summe 82 241 236

*) mindestens 1 Kreuzungskorn geerntet

In allen Jahren wurden die wichtigsten Merkmale aller Einzelpflanzen erfasst. Dabei wurden folgende

Ausprigungen beobachtet:

Pflanzentyp: Genoveser, Wild- und intermedidrer Typ. Der Genoveser Typ ist charakterisiert
durch rundovale, mittelgro3e bis grof3e, an den Réndern mittel bis stark nach unten innen gewdlbte
Blitter, weille Bliitenfarbe und fehlende Behaarung an Blittern und Sténgeln. Der Wildtyp zeich-
net sich durch kleine, dreieckige, spitz zulaufende, glatte Blitter, Behaarung an Blattern und Stin-
geln und blauliche Bliiten aus. Intermedidre Typen haben ovale bis dreieckig spitz zulaufende
Blatter, eine schwache Blattwdlbung sowie Behaarung an Blattern und Sténgeln. Die Bliitenfarbe
ist unterschiedlich.

Die Bliitenfarben variierten von weil3 iiber rosa, hellblau, lila oder pink.

Geruch: basilikum-typisch (= Genoveser Typ), schwach typisch und nicht typisch. Die untypi-
schen Gerliche reichten von ,,v6llig geruchlos®, ,,gras-dhnlich®, {iber ,,fruchtig” (nicht eindeutig —
Stachelbeere- oder Apfel-dhnlich), schwach fruchtig, deutlichem Zitronenaroma bis hin zu star-
kem oder schwachem Anisgeruch.

Blithbeginn: Die frithesten Pflanzen blithten im Jahr 2014 am 13. Juli, 2015 am 12. Juli und 2016
am 07. Juli, die spétesten: 2014 am 06. August, 2015 am 09. August und 2016 am 23. Juli. In allen
Jahren gab es Pflanzen, die nicht zur Bliite kamen.

Pflanzenldnge: Minimum und Maximum schwankten im Jahr 2015 von 15 bis 117 cm, im Jahr
2016 von 20 bis 115 cm.

Blithbeginn und Pflanzenléinge haben auch innerhalb der Genoveser Typen eine grof3e Variations-

breite. Die Merkmale Pflanzentyp, Bliitenfarbe und Geruch sind demgegeniiber deutliche Indizien fiir

die Anreicherung der Gene des gewiinschten Basilikum-Typs. Die Merkmale wurden daher in Grup-
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pen zusammengefasst und die Anzahl der Pflanzen in den jeweiligen Gruppen in den 3 Projektjahren
aufsummiert und prozentual umgerechnet. Fiir eine vermarktungsfiahige Basilikumsorte sind in erster
Linie der Typ (= Genoveser Typ) und der Basilikum-typische Geruch von Bedeutung. Die vom Wild-
typ stammende bunte Bliitenfarbe ist zwar untypisch fiir die ausschlieBlich wei3 blithenden Genoveser
Typen, stort aber hinsichtlich der Vermarktung als Kiichenkraut nicht.

In Tab. 19 und Abb. 14 sind die drei Merkmals-Hauptgruppen - ohne Beriicksichtigung der Bliiten-
farbe - in den Jahren 2014 bis 2016 aufgelistet bzw. dargestellt. Wéahrend die Veranderung der Anteile
der Gruppen vom Jahr 2014 auf 2015 noch relativ gering ist, zeigt sich im Jahr 2016 die erwartete
Abnahme des intermedidren Typs mit untypischem Geruch und die Zunahme des Genoveser Typs mit

stark oder schwach typischem Geruch.

Tabelle 19: Prozentuale Anteile der Pflanzen mit den Haupt-Merkmalskombinationen (ohne Bliiten-

farbe) in den Jahren 2014 bis 2016

Merkmale Abk. 2014 2015 2016
intermediérer Typ mit untypischem Geruch Iu 15,66 14,70 4,92
Genoveser mit untypischem Geruch Gu 56,62 66,39 56,14

Genoveser mit typischem oder schwach typischem Geruch Gt 26,11 14,48 38,94

Basilikum-Pflanzentyp und Geruch der zufélligen NILS-Populationen 2014-2016
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Abb. 14: Prozentuale Anteile der Pflanzen mit den Haupt-Merkmalskombinationen in den Jahren
2014 bis 2016 (Abk. sieche Tab. 20)
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In Tab. 20 und Abb. 15 sind die Merkmalskombinationen unter Einbeziehung der Bliitenfarbe darge-
stellt. Auch hier ist zu erkennen - wie bereits in der vorherigen Tabelle bzw. Darstellung -, dass die
Gruppe ,,Genoveser Typ mit untypischem Geruch® in allen Jahren deutlich mehr als die Halfte aller
Pflanzen einnimmt. Die Bliitenfarbe schwankt innerhalb dieser Gruppe in den Jahren unterschiedlich
und folgt keiner erkennbaren GesetzméBigkeit. Die ,,Extrem®-Typen — d.h. einerseits der Wild- oder
intermedidre Typ mit bunter Bliite und untypischem Geruch und andererseits der Genoveser Typ mit
weiler Bliite und typischem Geruch — sind in der ersten und letzten Tabellenzeile bzw. den linken und
rechten Sédulen des Diagramms zu sehen. Es zeigt sich eine Abnahme des ersteren und eine Zunahme
des letztgenannten Typs. Diese ist aber auch hier nicht kontinuierlich, sondern mit einem gréBeren
Sprung vom Jahr 2015 zum Jahr 2016. Die Zunahme des Anteils der gewlinschten Genoveser Typen
erreicht nach einem Wert von rund 2 % im Jahr 2014 einen Wert von {iber einem Fiinftel (rund 22 %)

aller untersuchten Pflanzen der zufélligen NILs-Populationen.

Tabelle 20: Prozentuale Anteile der Pflanzen mit den Haupt-Merkmalskombinationen unter Einbezie-

hung der Bliitenfarbe in den Jahren 2014 bis 2016

Merkmale Abk. 2014 2015 2016
intermedidrer oder Wildtyp mit bunter Bliite u. untypischem Geruch Ibu 1245 11,34 1,23
intermedidrer oder Wildtyp mit weiler Bliite u. untypischem Geruch Iwu 321 3,36 3,69
intermedidrer oder Wildtyp mit bunter Bliite u. schwach typischem Geruch  Ibst 1,20 0,00 0,00
intermedidrer oder Wildtyp mit bunter Bliite u. typischem Geruch Ibt 0,00 0,00 0,00
intermedidrer oder Wildtyp mit weifler Bliite u. schwach typischem Geruch Iwst 0,00 0,42 0,00
intermedidrer oder Wildtyp mit weiller Bliite u. typischem Geruch Iwt 0,40 0,00 0,00
Genoveser Typ mit bunter Bliite und untypischem Geruch Gbu 26,10 42,44 18,44
Genoveser mit weiller Bliite u. untypischem Geruch Gwu 30,52 2395 37,70
Genoveser mit bunter Bliite u. schwach typischem Geruch Gbst 12,05 3,36 2,05
Genoveser mit bunter Bliite u. typischem Geruch Gbt 1,61 420 7,79
Genoveser mit weiler Bliite u. schwach typischem Geruch Gwst 10,44 294 6,97
Genoveser mit weiller Bliite u. typischem Geruch Gwt 2,01 7,98 22,13
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Phéanotypische Merkmale der Basilikum zufélligen-NILS-Populationen 2014 - 2016
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Abb. 15: Prozentuale Anteile der Pflanzen mit den Haupt-Merkmalskombinationen unter Einbezie-

hung der Bliitenfarbe in den Jahren 2014 bis 2016 (Abk. siche Tab. 21)

Zusitzliche Arbeiten im Rahmen der Projektverldngerung im Jahr 2017:

Von den 22 Klonen der resistenten bzw. toleranten Klon-Mutterpflanzen wurde einer verworfen, weil
die Klonpflanzen untypisch rochen und intermedidren Typs waren. Von den 21 iibrig gebliebenen
Klonen wurden jeweils 9 bzw. 10 Pflanzen am 11. und 26. April 2017 zum IGZ nach Gro3beeren ge-
bracht, wo sie weiter kultiviert und nach Selbstung (jede Pflanze wurde individuell mit einer Isoliertii-
te versehen) zur Samenreife gebracht werden sollten.

Weitere Klonpflanzen - die Zahl schwankte von 16 bis 48 je Klon - wurden bei GHG Saaten in
Aschersleben in insektensicheren Kleingewédchshiusern angebaut. In GroBbeeren sollte die Ernte ein-
zelpflanzenweise und in Aschersleben jeweils als Ramsch erfolgen. Die Einzelpflanzen aus Gro3bee-
ren sollten fiir den weiteren Zuchtauftbau genutzt werden, die Ramsche aus Aschersleben fiir Muster-
priiffungen und Kulturfithrungsversuche.

Die geernteten Einzelpflanzen wurden am 21.09.2017 von GrofB3beeren nach Aschersleben gebracht
und dort ausgedroschen.

In Ubereinstimmung mit der Erntemenge und der Priifkapazitit am IGZ wurden je 5 ertragreiche
Einzelpflanzen von 19 Klonen ausgewihlt von diesen je 40 bzw. 50 Korner am 29.09.2017 zum Resis-

tenztest an das IGZ geschickt (insgesamt 95 Pflanzen).

60



Zusitzlich wurden von den 84 ertragreichsten Pflanzen je 5 x 30 Korner fiir den Kulturfithrungs-
versuch nach GroBlbeeren geschickt. Diese stammten von 15 Klonen und umfassten von einer bis zu
zehn Pflanzen. Es zeigte sich, dass es Klone gibt, bei denen jeweils sehr viele Pflanzen entweder sehr
hohe oder sehr niedrige Ertridge haben. Der Versand erfolgte am 01.12.2017 und wurde am 06.03.2018
noch einmal wiederholt, da der Kulturfilhrungsversuch noch ein zweites Mal durchgefiihrt werden

musste.

5.  Diskussion
5.1 Diskussion der Ergebnisse des Teilprojektes IGZ

5.1.1 Erstellung einer Population von NILs von Basilikum und Selektion von Linien mit

Resistenz gegen den FM

Ziel dieses Projektes war die Erstellung einer Population von NILs von Basilikum, welche als Basis
fiir die Ziichtung von Basilikumsorten mit Resistenz gegen FM dienen sollte. Als Ausgangsmaterial
diente ein aus dem vorhergehenden Projekt (FKZ: 28-1-41.012-06) mit Basilikum entstandenes
Zuchtmaterial, welches aus Kreuzungen zwischen hochanfilligen Sorten des Genoveser Typs und den
als resistent selektierten Wildformen, ,Apfelbasilikum® und ,Heiliges Basilikum* (F2 Generation)
generiert wurde. Da diese Generation noch stark vom Wildpflanzencharakter dominiert war, wurde
das Material beim Ziichter (GHG) erneut mit dem Genoveser Typ riickgekreuzt und selektiert
(F2BC1). Nach jeder Riickkreuzung basiert die vom Ziichter durchgefiihrte Selektion der entstandenen
Nachkommen neben dem Merkmal Resistenz auf Merkmale wie Geruch, Farbe und Form, die den
Anspriichen der Verbraucher entsprechen. Die Pflanzen, die aus dieser F2BC1-Generation hervorgin-
gen und als Ausgangsmaterial fiir den Projektstart einer Resistenzpriifung unterzogen wurden, erwie-
sen sich alle als sehr anfillig gegen FM. Moglicherweise war die Selektion dieser Pflanzen zu stark
auf die duleren Merkmale gerichtet.

Daher wurden nochmals Nachkommen der F2 Generation, also F3 Generation, auf Resistenz gegen
FM gepriift. Im Ergebnis dieser Priifungen konnten einige nicht anfillige Genotypen identifiziert wer-
den. Nachfolgend wurden drei Riickkreuzungen (mit jeweilige Resistenzpriifungen) durchgefiihrt und
als Ergebnis eine F3BC3 Generation mit ca. 10 wenig anfilligen und 12 mittelanfilligen Pflanzen
selektiert. Diese wurden geselbstet, sodass deren Selbstungs-Nachkommen F3BC3-S1 einer letzten
Resistenzpriifung unterzogen wurde. Die Mehrzahl der gepriiften Selbstungs-Nachkommen der
F3BC3 erwies sich als hoch anfillig. Unter den gepriiften Pflanzen waren jedoch ca. 140 Pflanzen mit
einer geringen bzw. keiner Anfiélligkeit gegeniiber dem FM.

Bei Pflanzen wird die Widerstandsféhigkeit gegeniiber Krankheiten und Schédlingen als Resistenz
bezeichnet. Pflanzen, welche die Entwicklung eines Schaderregers nicht einschrinken kénnen, werden
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als anfallig betrachtet. Eine resistente Pflanze ist in der Lage, Wachstum und Entwicklung des betref-
fenden Schaderregers im Vergleich zu anfélligen Pflanzen unter vergleichbaren Umweltbedingungen
und vergleichbarem Schaderregerdruck zu begrenzen. Bei einem hohen Schaderregerdruck konnen
jedoch auch bei resistenten Pflanzen Krankheitssymptome und Schiadigungen auftreten. Deshalb wird
zwischen Hoher Resistenz (HR) und Intermediédrer Resistenz (IR) unterschieden. Bei HR kann das
Wachstum und die Entwicklung des betreffenden Schaderregers generell in hohem Male einge-
schrankt werden. Im Vergleich zu HR kommt es bei IR nach Befall durch den Erreger zu stirkeren
Symptomen, diese sind jedoch immer noch geringer im Vergleich zu anfilligen Pflanzen, die unter
vergleichbaren Umweltbedingungen und Schaderregerdruck (Inokulum) angebaut wurden. Aufgrund
dieser Definition konnte man die wenig anfélligen Pflanzen, die im Verlauf dieses Projektes selektiert
wurden, als intermedidr resistent bezeichnen. Solche graduellen Resistenzreaktionen beruhen mog-
licherweise auf einer Vielzahl polygen gesteuerter Resistenzmechanismen der Pflanze und konnen
auch als quantitative Resistenz bezeichnet werden. Wegen dieser polygenen (quantitativen) Resistenz-
Vererbung war es nicht moglich in diesem Projekt NILs zu generieren. Das in Abb. 1 vorgestellte
Kreuzungs — bzw. Introgressions- Schema wurde zwar fiir die Entwicklung von resistenten Basili-
kumsorten verwendet, jedoch mit dem Ergebnis einer F3BC3-S1-Nachkommenschatft.

Die Ermittlung des Erbgangs der Resistenz bedarf der Untersuchung der Nachkommen der F1- und
F2-Generation sowie dazwischen durchgefiihrten Selbstungen. Ben-Naim et al. (2015) berichten von
Vielseitigkeit der Resistenzgene der F1-Populationen, die aus Kreuzungen zwischen resistenten Basi-
likum Wildformen und Basilikum des Genoveser Typs hervorgegangen sind. Aus ihren Kreuzungsver-
suchen schlielen sie auf dominante, teils-dominante und rezessive Gene in resistenten Genotypen und
empfehlen die Nutzung dieses Potentials in das Ziichtungsprogramm von Basilikum. Da in diesem
Projekt mit der F3-Generation gestartet wurde, sind keine Aussagen zur F1- und F2-Generation mog-
lich. Die Tatsache, dass in den vorliegenden Arbeiten sowohl hoch anfillige als auch nicht anféllige
Pflanzen in der F3-Generation enthalten waren, unterstiitzt die Aussage von Ben-Naim et al. (2015)
beziiglich der Vielseitigkeit der Resistenzgene. Andererseits wird eher vermutet, dass das Resistenz-
verhalten der F3BC3-Generation, auf eine Vielzahl polygen gesteuerter Resistenzmechanismen zu-
riickgefiihrt werden kann, da deren Nachkommen sich sowohl als intermedidr anféllig bzw. resistent
erwiesen.

Die urspriinglich im ersten Basilikumprojekt als resistent eingestuften Wildformen ,Apfelbasili-
kum* und ,Heiliges Basilikum*‘ zeigten in all den Resistenzpriifungen, in denen sie mitgepriift wurden,
keine Resistenz, sondern waren mittel anfdllig. Hier ist darauf hinzuweisen, dass das Saatgut dieser
beiden Wildformen in 2007 von herkommlichen Saatgutvertriebsfirmen zugekauft und spéter von
GHG vermehrt (Selbstungen) wurde. Moglicherweise handelte sich bei diesem Saatgut um nicht-
homogenes Material, so dass nach der Saatgutvermehrung durch Selbstungen die Resistenz, die bei
einigen Pflanzen vorhanden war, an die Selbstungs-Nachkommen nicht (voll) vererbt wurde.
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Zu Beginn des Projektes wurde davon ausgegangen, dass aus dem resistenten Ausgangsmaterial ei-
ne groBBe Anzahl an resistenten Nachkommen generiert werden kann und davon nur einige Pflanzen,
stabile Resistenzeigenschafen aufweisen, welche fiir die weitere Bearbeitung mittels AFLP herausse-
lektiert werden konnten. Dies war aber nicht méglich, da sich die Resistenz, die bei den F3-Genotypen
festgestellt wurde, bei den Klonen nicht zeigte. Aus diesem Grund wurden die Arbeiten zur markerge-
stiitzten Selektion mittels AFLP Technik eingestellt, da hierfiir eine eindeutige Resistenz hitte vorlie-
gen miissen. Zudem war unter den Donor-Eltern keine eindeutige Resistenz mehr zu finden.

Die Interaktion zwischen einer Pflanze und einem Pflanzenschidling ist sehr komplex. Schaderre-
ger sind nicht immer in der Lage, eine Erkrankung in der Pflanze hervorzurufen. Neben den Abwehr-
kréaften der Pflanze spielen Umwelteinfliisse und das Entwicklungsstadium der Pflanze eine wichtige
Rolle bei der Krankheitsabwehr. Die Stabilitdt der festgestellten Resistenz aus der F3-
Nachkommenschaft wurde deshalb an Klone in unterschiedlichem Alter (fiinf und eine Woche alte
Klone), die unter zwei unterschiedlichen Temperaturen (23°C und 18°C) herangezogen waren, ge-
priift. Es zeigte sich, dass jiingere Klone anfilliger waren und die ungiinstigere Temperaturfithrung

ebenfalls zur Abnahme der Abwehrkrifte in der Pflanze fiithrte.

5.1.2 Sammlung von P. belbahrii-Isolaten aus Saatgut und Praxisbetrieben und deren

genotypische Charakterisierung mittels BOX-PCR

Fiir Krankheitsabwehr sind auch die Virulenzeigenschaften eiens Schaderregers von Bedeutung.
Schaderregerpipulationen weisen eine hohe Flexibilitdt auf und konnen sich unter dem Einfluss von
Selektionsfaktoren verdndern. In der Folge konnen neue Biotypen, Pathotypen, Rassen oder Staimme
auftreten und z.B. die Resistenz von Pflanzen durchbrechen und diese befallen. Es wurden zehn Isola-
te aus unterschiedlichen Anbaugebieten auf ihre Pathogenitit gegen BAVIRES und ,Eleonora‘ ge-
priift. Die Ergebnisse aus den Pathogenititspriifungen zeigten, dass bis auf ein Isolat (MT3) alle Isola-
te in der Lage waren, die Sorte BAVIRES und ,Eleonora‘ zu befallen. An beiden Sorten war eine
100%-ige Befallshiufigkeit gegeben. Die Sorte ,Eleonora‘ wies im Vergleich zu BAVIRES jedoch
eine geringere Befallsstiarke auf. Das P. belbahrii Referenzisolat ZM13 zeigte im Vergleich zu den
anderen Isolaten die hochste Aggressividt und wurde daher in den Resistenzpriifungen weiterhin ver-
wendet. Das Isolat MT3 zeigte sich im Vergleich zu den gepriiften Isolaten als wenig aggressiv. Das
ist moglicherweise darauf zuriickzufiihren, dass das Isolat aus einem in 2007 geernteten Saatgut
stammte und deshalb an Virulenz verloren hat. Die Ergebnisse der BOX-PCR zeigten, dass es sich bei

den untersuchten Isolaten unterschiedlicher Herkunft auch um verschiedene Genotypen handelt.
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5.1.3 Homogenitéitspriifung von Basilikumsorten mittels AFLP Technik

Die Analyse der AFLP-Fingerprints hat gezeigt, dass die getesteten Liniensorten eine gewisse geneti-
sche Variation aufweisen. BAVIRES wies eine 4%ige Abweichung zum eigentlichen Genotyp auf. Da
die Liniensorten von GHG mindestens fiir sechs Generationen durch Selbstung generiert wurden,
wurde eine hohe Homogenitét erwartet. Der Grund fiir die Inhomogenitit kann auf die moglicherweise
zu geringe Anzahl von Selbstungsgenerationen zuriickgefiihrt werden, sodass keine ausreichende Ho-
mozygotie innerhalb der Sorte vorlag. Hinzu kommt die Vermehrung des Saatgutes nach der
,Ramsch-Methode* (Nachkommen von mehreren Pflanzen werden vermischt). Auch eine Verunreini-
gung des Saatgutes mit anderen Sorten ist nicht auszuschlieBen, wenn Vermehrungsflichen anderer
Sorten in zu geringen rdumlichen Abstand angebaut werden.

Der Vergleich der AFLP-Fingerprints der Sorten zeigen, dass die Genoveser-Sorten eine hohe
Ahnlichkeit zueinander aufweisen und somit sehr eng miteinander verwandt sind. Bei den Versuchen
konnte klar festgehalten werden, dass 80,5% der 200 untersuchten Bins Marker sind, die lediglich
Polymorphismen zu den Wildformen der Out-groups aufwiesen. Mit diesen Markern konnte keine
Aussage zu den Polymorphismen zwischen den Genoveser-Sorten gemacht werden. Nur 19,5% der
200 Marker zeigten Sortenpolymorphismus und dies ist verhéltnismafBig eine sehr geringe Datenmen-
ge. Ein weiterer Nachteil der Untersuchungen war die geringe Probenmenge, die aus nur drei Indivi-
duen stammte.

Die untersuchten Genoveser-Sorten stammen von der Art O. basilicum, was die enge Verwandt-
schaft der Sorten erklért. Im Laufe des Ziichtungsprozesses des Genoveser Types sind immer wieder
Sorten des gleichen Types miteinander gekreuzt worden, um neue Sorten zu erzeugen und die Eigen-
schaften bzw. Merkmale zu verbessern.

Mit den Selbstungen aus der letzten Riickkreuzung wurden resistente bzw. wenig anfillige Basili-
kumpflanzen generiert, die geselbstet wurden. Unter diesen Selbstungs-Nachkommen erwies sich eine
Vielzahl als wenig anfillig bzw. als resistent gegeniiber dem FM. Es bedarf jedoch weiterer Selbstun-
gen und Resistenzpriifungen, um die Stabilitét dieser erlangten Resistenz zu priifen bzw. die Homoge-
nitit des Genotyps bzw. deren Nachkommen. Die Untersuchung der Homogenitit der Basilikumsorten
mittels AFLP-Technik verdeutlichen, dass eine gewisse genetische Variabilitét in einer Sorte auftreten
kann. Diese betrigt z.B. bei der Sorte BAVIRES ca. 4%. Es sind jedoch weitere Untersuchungen mit

grofleren Stichproben notwendig.

5.1.3 Regulierung der relativen Luftfeuchtigkeit im Bestand von Basilikum

Mit Hilfe der Warmezufuhr (Vorlauftemperatur von 40°C) iiber installierte Heizrohre konnte die rF
innerhalb des Bestandes reduziert werden, wobei drei verschiedene Heizrohrabstinde: 22 cm, 15 cm

und 9 cm zum Tischboden gepriift wurden. Die niedrigste rF im Bestand von Basilikum konnte bei
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einem Abstand der Heizrohre von 15 und 9 cm zum Tischboden erzielt werden. Um die epidemische
Ausbreitung des FM und die Krankheitsentwicklung im Basilikum feststellen zu kdnnen, wurden T6p-
fe mit FM infizierten Pflanzen in den Bestand ausgebracht und der Befall nach ca. zehn Tagen boni-
tiert. In den mehrmalig wiederholten Versuchen konnte bestitigt werden, dass die Ausbreitung des
Erregers auf den Tischen mit Heizrohren (15 cm Abstand) gehemmt/bzw. deutlich verzogert werden
kann. Die epidemiologische Entwicklung des FM kann jedoch nicht vollsténdig verhindert werden.
Dies ist allerdings abhéngig vom vorliegenden Schaderregerdruck.

Das Installieren von Heizrohren in den Bestand ist eine kostspielige Investition, dennoch eine si-
chere Methode, um den Krankheitsausbruch mit FM (und eventuell andere Erreger wie Botrytis) und
dessen epidemische Verbreitung zu verhindern bzw. deutlich zu verzogern. Die Warmezufuhr in den
Bestand beschleunigt zudem die Entwicklung der Kultur.

Auch einige Pflanzen der F3BC3-S1 Generation, die am Ende des Riickkreuzungsprogramms als
wenig anfillig selektiert waren, zeigten in einem Kulturfiihrungsversuch einen Befall. Im Vergleich
dazu wies die Sorte BAVIRES eine hohe Befallshiufigkeit auf. Von den insgesamt gepriiften Indivi-
duen der F3BC3-S1 Generation in den beiden Gewichshauskabinen (ca. 1600 ausgesite Korner) zeig-

ten insgesamt nur 10 Pflanzen einen Befall mit FM, v.a. auf den Tischen, die nicht beheizt waren.

5.2 Diskussion der Ergebnisse des Teilprojektes GHG
5.2.1 Erstellung und Charakterisierung einer NILs Population von Basilikum - GHG

Der Aufbau und die Weiterfithrung der zufélligen NIL-Populationen wurden wie geplant durchgefiihrt.
Warum die Drift der morphologischen Merkmale und des Geruchs in Richtung des Genoveser Typs
nicht kontinuierlich sondern sprunghaft nach den Riickkreuzungen des Jahres 2015 (also zur Merk-
malsauspragung im Jahr 2016) stattfand, ldsst sich schwer erkldren. Es konnte mit der zufélligen Aus-
wahl der fiir die Kreuzung selektierten Pflanzen anhand des Ertragsmerkmals zu tun haben. In diesem
Fall miissten die Kornzahlen je Pflanze des urspriinglich eingekreuzten Resistenztragers (,Heiliges
Basilikum®) prinzipiell hoher sein als die des Genoveser Typs (Sorte BAVIRES) — was aber nicht
iiberpriift wurde. Andererseits wére es auch denkbar, dass es aufgrund der unterschiedlichen Chromo-
somenzahlen beider Eltern ldnger dauerte, bis die DNA des Genoveser Typs sich stérker angereichert
hat. Das im Samenhandel erworbene Saatgut des ,Heiligen Basilikums‘ miisste demnach Ocimum
tenuiflorum entsprechen und 36 Chromosomen haben. Ocimum basilicum hat demgegeniiber 48
Chromosomen (Eckelmann 2003). Chromosomenzidhlungen wurden aber im Rahmen unseres Projek-

tes nicht durchgefiihrt.
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6. Voraussichtlicher Nutzen und Verwertbarkeit der Ergebnisse

Kurz- und mittelfristig werden die Erfolgsaussichten als hoch eingestuft. Da der Einsatz von Pflanzen-
schutzmitteln in der Kriuterproduktion mit hohen Auflagen verbunden ist, ist die Entwicklung einer
oder mehrerer resistenter Basilikum-Sorten mittelfristig ein Weg zur sicheren Produktion von Basili-
kum. Durch ein gezieltes Riickkreuzungsprogramm konnten genetische Ressourcen aus Wildformen
nutzbar gemacht werden. Als Ergebnis dieser Riickkreuzungen konnten etwa 140 Pflanzen aus den
Selbstungen der 3. Riickkreuzung (F3BC3), die keinen oder nur einen geringen Befall zeigten, erfasst
werden. Alle nicht bzw. wenig anfilligen Pflanzen, die den Merkmalen des Genoveser Typs am
stirksten entsprachen, wurden ausgesucht und als Zuchtmaterial fiir Basilikum mit eingekreuzter ,Re-
sistenz‘ der GHG zur Verfiigung gestellt.

Die Charakterisierung des Zuchtmaterials mit Hilfe molekularer Marker erwies sich als nicht
durchfiihrbar, da keine klare (monogene) Resistenz in den Nachkommen und den Donor-Eltern mehr
zu finden waren.

Bei der Priifung der Krankheitsentwicklung in Abhingigkeit von der Luftfeuchtigkeit im Bestand
von Basilikum war festzustellen, dass die Installation von Heizrohren in einem Abstand von 15 cm
zum Tisch zu einer Reduzierung der epidemischen Ausbreitung von FM im Bestand fithren kann. Die-
se effektive Kulturfiihrungs-MaBnahme trigt wesentlich zum Krankheitsmanagement im Basilikum-

Anbau bei (auch gegen andere Krankheitserreger).

7. Gegeniiberstellung der urspriinglich geplanten zu den tatséichlich erreichten Ziele
Die wichtigsten wissenschaftlichen Ziele des Vorhabens waren:

AP 1 - Herstellung einer NILS-Population

1. Erstellung und Charakterisierung einer Population von NILs von Basilikum (GHG/IGZ)

o Selektion von mindestens 10 NILs mit Resistenz gegeniiber P. belbahrii

= Am Ende des Projektes konnten aus den Riickkreuzungen etwa 140 Pflanzen aus den Selbstun-

gen der 3. Riickkreuzung (F3BC3), die keinen oder nur einen geringen Befall zeigten, erfasst
werden. Da zu Beginn des Projektes von einer monogenen rezessiven oder dominanten Resis-
tenzvererbung ausgegangen wurde, waren 10 NILs als Ziel gesetzt. Es wird jetzt jedoch vermu-
tet, dass es sich hier um polygen gesteuerte Resistenzmechanismen handelt, sodass die F3BC3-

S1 Nachkommen nicht als NILs bezeichnet werden konnen. Weiterfithrende Fragestellung: Es

ist von groBem Interesse, ob die erlangte IR der F3BC3-S1 Pflanzen in ihren Selbstungs-
Nachkommen stabil bleibt.

o Selektion von 90 NILs mit zufélligem Teil des Genoms des Donor-Elters
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= Am Ende des Projektes, nach 3 Anbaujahren, waren noch 82 der urspriinglich im ersten Jahr
angebauten 90 zufilligen NILs vorhanden.
2. Selektion von Linien mit Resistenz gegen den FM (IGZ/GHG)
o Sammlung von P. belbahrii Isolaten aus Praxisbetrieben und deren genotypische Charakterisie-
rung mittels BOX-PCR
= Im Verlauf des Projektes konnten insgesamt 11 Isolate gesammelt werden. Diese wurden mit-
tels BOX-PCR genotypisch charakterisiert. Die Isolate konnten in Gruppen mit vergleichbaren
Fingerprints aufgeteilt werden. Die Diversitit der Fingerprints zeigt, dass es sich um verschie-
dene Genotypen von unterschiedlicher Herkunft handelt.
o Priifung der Resistenz gegentiber P. belbahrii an allen der folgenden Riickkreuzungsgenerationen,
jeweils anhand von deren Selbstungsnachkommenschaft
= Siehe Punkt 1
3. Molekulare Charakterisierung der NILS (IGZ)
o Anpassung der AFLP-Methodik und Validierung fiir die Nutzung an Basilikum
= FEs konnte eine AFLP-Methodik fiir Basilikum angepasst und validiert werden
o Aufbau einer Kartierungspopulation
= Aufbau einer Kartierungspopulaiton war nicht mdgllich, da zu Beginn festgestellt wurde, dass
die Resistenz nicht monogen vererbt wird.
= Aufgrund des umfangreichen Riickkreuzungsprogramms mit dem Ziel, resistente Nachkommen
zu generieren, mussten viele Kreuzungen durchgefiihrt werden. Die generierten Nachkommen-
schaften wurden entgegen dem urspriinglichen Ansatz vegetativ vermehrt, um einheitliches
Material fiir die Kreuzungen zur Verfiigung zu stellen. Nicht nur die Vielzahl an Nachkom-
menschaften, sondern auch deren vegetative Vermehrung erforderte einen hoheren zeitlichen
Aufwand als urspriinglich angenommen.
o Aufkldrung des Erbgangs in den einzelnen Selbstungs- und Riickkreuzungspopulationen
= Aufkldrung des Erbgangs in den einzelnen Selbstungs- und Riickkreuzungspopulationen konnte
nicht durchgefiihrt werden, da der Erbgang in der F1 und F2 nicht gepriift werden konnte und
die Donor-Eltern nicht mehr resistent waren.
o Identifizierung von AFLP-Markern fiir die Resistenz

= [dentifizierung von AFLP-Markern fiir die Resistenz konnte nicht durchgefiihrt werden, da es
sich bei der Vererbung der Resistenz um ein quantitatives Merkmal handelt.

AP 2 - Regulierung der relativen Luftfeuchtigkeit in der Topfkultur
4. Regulierung der Blattndssedauer (BND) in der Topfkultur (IGZ)
o Ermittlung der BND bei derzeit iiblicher Pflanzendichte in der Topfkultur
= Statt BND wurde die relative Luftfeuchtigkeit im Bestand erfasst, da das Messen von BND sehr

punktuell an einer Stelle des Blattes stattgefunden hitte.
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o Priifung der Krankheitsentwicklung in Abhéngigkeit von der BND an Basilikum
= Die Verbreitung des FM und die Krankheitsentwicklung im Bestand von Basilikum konnten er-
folgreich mit Hilfe von Wérmezufuhr (40°C) und somit Reduzierung der relativen Luftfeuch-

tigkeit im Bestand eingeschrinkt werden.

8. Zusammenfassung

Nach Auffinden von gegeniiber dem FM resistentem Basilikummaterial (siehe Projekt FKZ: 28-1-
41.012-06) wurden Kreuzungen von anfalligem Genoveser-Typ und resistenter Wildform (Apfelbasi-
likum) mit dem Ziel durchgefiihrt, eine Resistenz in den von Verbraucher und Produzenten bevorzug-
tem Genoveser-Typ zu bekommen. Die Einkreuzung der Eigenschaften des Genoveser-Types in den
der resistenten der Wildform noch sehr dhnlichen F3-Nachkommen erforderte mehrere Riickkreuzun-
gen und die Uberpriifung der Nachkommenschaft auf Resistenz gegeniiber dem FM. Im Folgenden
sind die wesentlichen Schritte beschrieben: Resistentes F2-Zuchtmaterial, generiert aus Kreuzungen
von anfilligen Genoveser Basilikumsorten (BAVIRES und BARONESS) und einer resistenten Wild-
form (Apfelbasilikum), wurde von GHG Saaten in Aschersleben bis zur Saatgutreife kultiviert und das
Saatgut (= F3-Nachkommen) geerntet. Insgesamt wurden 3059 Pflanzen der F3-Nachkommenschaft
auf Resistenz gegeniilber dem FM (Peronospora belbahrii) gepriift. Im Ergebnis dieser Priifungen

erwiesen sich acht Genotypen als resistent gegeniiber dem FM. Riickkreuzung 1: Diese als resistent

eingestuften acht Genotypen wurden erstmals mit anfilligen Genoveser-Typen (Sorten BAVIRES und
BARONESS) riickgekreuzt (=Riickkreuzung 1). Die Sorten BAVIRES und BARONESS dienten so-
wohl als Vater- als auch als Mutterpflanzen (reziproke Kreuzung). Die Kreuzungsprodukte (=F3BC1-
Nachkommen) wurden wiederum auf Resistenz gegeniiber dem FM gepriift. Im Ergebnis wiesen vier
Einzelpflanzen (58M1, 58M2, 58M3 und 58M4) eine geringe Befallsstiarke auf. Riickkreuzung 2: Die-
se vier leicht anfilligen Pflanzen 58M1, 58M2, 58M3 und 58M4 F3BC2-Nachkommen wurden zu-

néchst vegetativ vermehrt und anschlieBend mit BARONESS riickgekreuzt und die Nachkommen-
schaft auf Resistenz gegeniiber dem FM gepriift. Unter der F3BC2-Nachkommenschaft wiesen wiede-
rum nur wenige Pflanzen eine geringe Befallsstirke an FM auf. Riickkreuzung 3: Diese wurden

nochmals mit der Sorte BARONESS riickgekreuzt (= F3BC3-Nachkommen) und bis zur Samenreife

kultiviert, die Samen geerntet und die Nachkommen auf Resistenz gegeniiber dem FM gepriift. Im
Ergebnis dieser Priifung zeigte sich ebenfalls nur eine geringe Anzahl an Pflanzen als wenig anfillig.
Diese Pflanzen wurden im Gewéchshaus bis zur Samenreife kultiviert. Selbstung: Zum Abschluss
wurden die Nachkommen der F3BC3-Nachkommen geselbstet und auf Resistenz gegeniiber FM ge-
priift. Im Ergebnis dieser Priifung waren etwa 140 Pflanzen nicht bzw. wenig anféllig. Diese Pflanzen
konnten weitestgehend die gewiinschten Eigenschaften des Genoveser-Typs in Habitus und Ge-

schmack aufweisen und wurden in das Zuchtprogramm des GHG aufgenommen.
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Die Prifung der Isolate von P. belbahrii auf Pathogenitit an den Genoveser Sorten BAVIRES und
,Eleonora‘ zeigten, dass bis auf ein Isolat, das aus Saatgut von 2007geerntet worden war, alle Isolate
dhnlich hochvirulent waren. BAVIRES war bei diesen Test hoher anfillig als ,Eleonora‘, bei der die
Befallsstiarke mit FM aber auch iiber 50% befallene Blattfliche betrug. Die genotypische Charakteri-
sierung der Isolate mittels BOX-PCR zeigte, dass die Isolate in Gruppen mit vergleichbaren Finger-
prints aufgeteilt werden konnten. Die Diversitit der Fingerprints zeigte, dass es sich um verschiedene
Genotypen unterschiedlicher Herkunft handelte.

In einem zusitzlichen AP sollte gepriift werden, ob durch Mafinahmen der Kulturfithrung, die sich
auf eine Reduzierung der Blattnédsse und Blattndssedauer konzentrieren, die epidemische Entwicklung
des Falschen Mehltau an Basilikum in der Topfkultur signifikant verhindert werden kann. Dieses AP
wurde nachtréglich in das Projekt aufgenommen. Eine Reduzierung der Blattnisse und Blattnissedau-
er soll durch direkte Warmezufuhr iiber Heizschlangen in oder iiber dem Bestand erreicht werden. Am
IGZ wurden dazu Gewichshauskabinen entsprechend ausgestattet. In mehreren Sitzen von Basilikum
wurde im Vergleich zu einem Bestand ohne Wérmezufuhr die im Bestand gegebene rF in Abhingig-
keit von der Vorlauftemperatur (40°C) in den Heizungsrohren und deren Abstand zum Bestand (ca. 9,
15 und 22 cm) bei derzeit iiblicher Pflanzendichte und Anbaubedingungen in der Topfkultur im Ge-
wéachshaus ermittelt, um eine geeignete Vorlauftemperatur und Position der Heizrohre ohne negative
Folgen fiir das Wachstum von Basilikum auszuwé#hlen. Die Ergebnisse von fiinf Versuchen zeigten,
dass Heizrohre direkt in der Hohe der Topf-Oberkante (9 cm iiber dem Tischboden) und 6 cm iiber der
Topfkante (15 cm iiber dem Tischboden) die niedrigste rel. Luftfeuchtigkeit im Bestand zur Folge
hatte. Die epidemiologische Entwicklung des Falschen Mehltaus im Bestand wurde daher in Abhéin-
gigkeit von der genannten Warmezufuhr gepriift. Die Ausbringung des Erregers im Bestand erfolgte
mittels infizierter Pflanzen. Es wurde ein Topf mit einer infizierten Pflanze im Bestand aufgestellt und
nachfolgend die epidemische Entwicklung bonitiert. Auf den mit Heizrohren ausgestatteten Tischen
war die epidemische Ausbreitung des Erregers niedriger als auf Tischen ohne Heizrohre. Eine voll-
stindige Verhinderung der epidemischen Ausbreitung des FM war durch Reduzierung der relativen
Feuchtigkeit nicht mdglich. Es konnten teilweise Korrelationen zwischen den erfassten Werten der rel.

Luftfeuchtigkeit und der Ausbreitung des Erregers im Bestand gezogen werden.
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